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Agua d.o.i. Agua desionizada y purificada por ósmosis inversa 
Ap Ampicilina 
ATP Adenosin trifosfato 
BSA Albúmina sérica bovina 
CAT Cloranfenicol acetiltransferasa 
CCCP Carbonilcianida-3-clorofenilhidrazona 
Cm  Cloranfenicol 
CTAB Hexadecil trimetil bromuro de amonio 
ºC Grado Celsius 
DL50 Dosis letal 50 
DNTB Ácido 5,5’-ditio-bis-nitrobenzoico 
DO Densidad óptica (nm) 
DOC            Deoxicolato  
GFP Del inglés “green fluorescent protein” 
HeLa Célula epitelial de carcinoma cervical humano Henrietta 
Lacks 
HEPES Ácido N-2-Hidroxietilpiperazina-N’-2’-Etanolsulfónico 
IP-Ysa Isla de patogenicidad Ysa 
IVET Del inglés “in vivo expression technology” 
kb Kilobase 
Kdo Ácido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosónico  
Km                   Kanamicina 
LB                       Medio Luria Bertani 
LOS Lipooligosacárido 
LPS Lipopolisacárido 
MAPK MAP quinasa 
   
 xiv 
MKK Quinasa de MAPK 
MOPS Ácido 3-N-morfolino-propanosulfónico 
pb Par de bases 
PBS Solución amortiguadora de fosfato salino  
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (“Polymerase 
Chain Reaction”) 
PIPES                Ácido piperazina-N,N"-bis (2)-etanosulfónico 
PMSF Fluoruro de fenilmetanosulfonil  
Psp Del inglés “phague shock protein” 
PVDF  Polivinilideno fluorado 
pYV Plásmido de virulencia de Yersinia spp. 
R Rugoso 
Ra Rugoso superficial 
Re  Rugoso profundo 
rpm Revoluciones por minuto 
S Liso 
SDS Dodecilsulfato sódico 
SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacriamida con SDS 
Sm Estreptomicina 
Spc Espectinomicina 
STF Suero de ternera fetal 
STM Del inglés “signature-tagged transposon mutagenesis” 
SSTT Sistema de secreción tipo III 
TAE Tampón Tris Acetato EDTA 
TBE Tampón Tris Borato EDTA 
TCA Ácido tricloroacético 
Tc                       Tetraciclina 
Tp                       Trimetropina 
Abreviaturas 
 xv 
TSB Caldo de triptona y soja 
TSBox Caldo de triptona y soja con el calcio quelado 
UDP Uridina 5’- difosfato 
ufc Unidades formadoras de colonias 
UMP Uridina 5’- monofosfato 
URF Unidades relativas de fluorescencia 
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1. LA MEMBRANA EXTERNA Y EL LIPOPOLISACÁRIDO DE 
LAS BACTERIAS GRAM NEGATIVAS 
Las bacterias Gram negativas se caracterizan por tener una envoltura 
celular compuesta por la membrana plasmática, un espacio periplasmático y la 
membrana externa. Esta última es la parte que se encuentra en contacto con el 
medio exterior, por lo que sus características son cruciales para la 
supervivencia de la bacteria  en diferentes ambientes.  
La membrana externa está formada por una bicapa lipídica asimétrica en 
la cual la cara interna está compuesta por fosfolípidos mientras que la cara 
externa está compuesta por moléculas de lipopolisacárido (LPS) (136, 205). En 
la membrana externa también existen proteínas entre las que destacan la 
lipoproteína de Braun y las porinas. Estas últimas forman canales o poros para 
el paso de sustancias hidrofílicas de bajo peso molecular. 
 
1.1. Estructura molecular y supramolecular del lipopolisacárido 
La molécula de LPS consta de tres partes: el lípido A, el núcleo y la 
cadena O. 
La estructura química del lípido A expresado por Escherichia coli (Figura 
1) consta de un disacárido de glucosamina (GLcN2N) con enlace β (1-6), 
acilado con residuos 3-hidroximiristato (3-OH-C14) en las posiciones 2, 3, 2’, 3’ 
y fosforilado en 1 y 4’. Además, los ácidos grasos de las posiciones 2’ y 3’ se 
encuentran esterificados con otros ácidos grasos, normalmente miristato (C14) 
y laureato (C12). Algunas bacterias Gram negativas expresan variaciones de la 
estructura anterior. Estas variaciones se refieren tanto a la longitud, número y 
posición de los ácidos grasos como a la presencia de fosfatos y la composición 
del disacárido. En el caso de Pseudomonas aeruginosa, el disacárido de 
glucosamina está acilado con ácidos grasos 3-OH-C10 en las posiciones 2 y 2’ 
y con ácidos grasos 3-OH-C12 en las posiciones 3 y 3’ (124). El lípido A de 
Helicobacter pylori contiene ácidos grasos más largos, n3-OH-C16 y 3-OH-C18, 
que  los  que  contienen  los  lípidos  A  de  E. coli  y  Salmonella  (254).  Otras  





















Figura 1. Estructura del LPS de E. coli. A la izquierda se presenta un modelo esquemático 
del LPS con las secciones principales y sus dimensiones. Tomada de: Moriyón y 
colaboradores, 2002. “Host reaction against Gram negative bacteria: The LPS case. En: J.P. 
Gorvel (ed.). Intracellular pathogens in membrane interactions and vacuole biogenesis. Landes 
Bioscience Publishers, Georgetown, Texas”. 
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bacterias, como Brucella y Bartonella, poseen un ácido graso inusual: 27-OH-
C18 (36). En cuanto a la composición del disacárido, algunas bacterias como 
Nitrobacter, Brucella y Legionella poseen 2,3-dideoxi-2,3-diamino-D-glucosa 
(GlcN3N) en lugar de GlcN2N (389). También existen variaciones en cuanto al 
grado de fosforilación. Así, Rhizobium etti, Francisella y H. pylori expresan un 
lípido A monofosforilado debido a la acción de una fosfatasa (199, 373, 382). 
Se ha descrito que algunas bacterias Gram negativas, entre las que se 
encuentran E. coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium, modifican el 
lípido A en respuesta a las variaciones del medio de cultivo. Algunas de estas 
modificaciones consisten en sustituciones de laureato por palmitato, 
hidroxilaciones de un grupo miristato, deacilaciones y/o la adición de 
fosfoetanolamina (pEtN), aminoarabinosa y palmitato (C16) al lípido A (290, 
290).  
Unido al lípido A se encuentra el núcleo. Éste es un oligosacárido que, a 
su vez, se divide en núcleo interno y núcleo externo. El núcleo interno está 
unido al lípido A y está formado por ácido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosónico 
(Kdo) y heptosas (Hep). Los residuos Kdo presentan cargas negativas en el 
grupo carboxi y las heptosas a menudo están modificadas con grupos fosfato. 
Esta área densa de cargas negativas, junto con las cargas negativas del lípido 
A, constituye un lugar de unión de cationes divalentes y también de poliaminas, 
como la putrescina, la cadaverina, la espermina y la espermidina (225). El 
núcleo externo, que se sitúa entre el núcleo interno y la cadena O, está 
formado por hexosas como glucosa (Glc), galactosa (Gal) y N-
acetilglucosamina (GlcNAc). La estructura del núcleo está bastante 
conservada, especialmente dentro de la misma familia de bacterias. A pesar de 
ello, la adición no estequiométrica de otros azúcares y grupos fosfatos 
contribuye a crear cierta heterogeneidad entre las moléculas de LPS presentes 
incluso dentro de un mismo cultivo bacteriano (216). 
La cadena O es la región del LPS más expuesta al medio externo, por lo 
que sus características son esenciales para la supervivencia de la bacteria en 
diferentes ambientes. Es un polisacárido de gran variabilidad en cuanto a la 
longitud y tipos de azúcar presentes, y contiene los determinantes antigénicos 
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responsables de la especificidad serológica del microorganismo. Existen 
cadenas O heteropoliméricas y homopoliméricas. Las cadenas 
heteropoliméricas están formadas por repeticiones, entre 10 y 30, de un 
oligosacárido que contiene entre 2 y 8 azúcares. Dentro de una misma cepa 
bacteriana existen moléculas de LPS que difieren en el número de repeticiones 
de esa unidad básica, lo cual produce un patrón de migración característico, en 
“escalera”, al separar las moléculas de LPS mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Las cadenas homopoliméricas están 
formadas por repeticiones de un azúcar dando lugar a un patrón de migración 
característico en forma de mancha.  
El LPS descrito previamente, que posee núcleo y cadena O completos 
se denomina LPS liso (S). Se denomina de esta manera por el aspecto que 
tienen las colonias de bacterias que contienen este tipo de LPS. La pérdida de 
la cadena O, o de la cadena O y secciones del núcleo, genera colonias 
bacterianas con morfología rugosa y el LPS expresado por las bacterias se 










Figura 2. Esquema de la estructura del LPS de E. coli K-12 y de sus mutantes rugosos. 
Se representan esquemáticamente las estructuras desde rugoso superficial (Ra) hasta rugoso 
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1.2. Síntesis del LPS 
Los genes que codifican las enzimas responsables de la síntesis del 
lípido A se encuentran dispersos en el genoma bacteriano. Las enzimas 
implicadas en la síntesis del lípido A han sido identificadas y sus 
correspondientes genes han sido clonados y expresados en primer lugar en E. 
coli (290). El lípido A se sintetiza en la cara citoplasmática de la membrana 
interna. En su biosíntesis actúan de forma secuencial nueve enzimas (290). La 
vía comienza con la adición de 3-OH-C14 a la molécula UDP-N-
acetliglucosamina para formar UDP-3-O-monoacil-N-acetilglucosamina. Esta 
reacción está catalizada por la aciltransferasa LpxA. Posteriormente, la 
deacetilasa LpxC elimina un grupo acetilo y la aciltransferasa LpxD incorpora 
otra molécula de 3-OH-C14 para generar UDP-2,3-diacilglucosamina. Sobre 
esta molécula, denominada lípido X, actúa una hidrolasa que libera UMP para 
obtener 3,3-diacilglucosamina-1-P. A continuación, se produce la condensación 
de una molécula de UDP-2,3-diacilglucosamina con una molécula de 3,3-
diacilglucosamina-1-P generándose un tetraacildisacárido denominado lípido 
IVA. Esta reacción está catalizada por la enzima LpxB. Sobre el lípido IVA, la 
enzima LpxK añade un grupo fosfato y la Kdo transferasa añade dos moléculas 
de Kdo generándose la molécula (Kdo)2-lípido IVA (58). Los últimos pasos de la 
síntesis concluyen con la formación de un LPS hexaacilado (59). Así, en primer 
lugar, se incorpora una molécula de miristato (C14), proceso catalizado por la 
aciltransferasa MsbB, y posteriormente una molécula de laureato (C12), 
proceso mediado por la aciltransferasa HtrB (82, 83). En E. coli se ha descrito 
la actividad de otra aciltransferasa, LpxP, que cataliza la adición de una 
molécula de ácido palmitoleico (C16:1) al lípido A en lugar de laureato. Esta 
transferasa sólo se expresa a temperaturas inferiores a 12ºC (73). 
Como se ha descrito en el apartado 1.1., existen bacterias Gram 
negativas que tienen un lípido A con una estructura distinta a la presente en E. 
coli. A pesar de estas diferencias, las principales enzimas de la vía de síntesis 
del lípido A parecen funcionar de la misma manera y los cambios estructurales 
encontrados se explicarían por la existencia de enzimas adicionales (290). 
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 La mayor parte de los genes implicados en la síntesis del núcleo en las 
bacterias Gram negativas se encuentran organizados en el operón waa. Así, en 
la síntesis del núcleo intervienen heptosiltransferasas que se encuentran en la 
cara citoplasmática de la membrana interna y añaden residuos de heptosa 
activados al (Kdo)2-lípido IVA para completar el núcleo. Una vez completada la 
molécula lípido A-núcleo, se transloca a la cara periplasmática de la membrana 
interna. 
 En la biosíntesis de la cadena O heteropolimérica actúan un conjunto de 
glicosiltransferasas, situadas en la cara citoplasmática de la membrana interna, 
que van formando las unidades básicas que se ensamblan sobre un 
trasportador lipídico llamado undecaprenilfosfato (und-P) (290). La síntesis 
comienza con la unión de un primer residuo glucosídico al und-P en un proceso 
catalizado por la galactosiltransferasa (WbaP) o la N-acetilglucosamina-1-
fosfotransferasa (WecA) según cual sea el primer azúcar de la cadena O, 
galactosa o N-acetilglucosamina, respectivamente (320). El proceso continúa 
con la adición secuencial de los azúcares que forman cada unidad y el 
transporte de éstas al espacio periplasmático mediado por una proteína 
transmembrana llamada Wzx. A continuación, la polimerasa Wzy transfiere las 
subunidades und-P al polímero en formación. Por último, la proteína Wzz 
controla la longitud de la cadena O mediante un mecanismo molecular 
desconocido (Figura 3A).  
En el caso de las cadenas O homopoliméricas el proceso de síntesis es 
diferente (Figura 3B) (290). En primer lugar, se completa el polímero con 
residuos glucosídicos. A continuación, se transporta a la cara periplasmática 
por una proteína transportadora de la familia ABC. La longitud de la cadena 
viene determinada por la acción combinada de las glicosiltransferasas y la 

















Figura 3. (A) Esquema de la síntesis de la cadena O heteropolimérica. (B) Esquema de la 
polimerización de la cadena O homopolimérica. 
 
 
Así pues, por lo general el transporte de las cadenas O 
heteropoliméricas al espacio periplásmico está mediado por Wzx y el de las 
cadenas O homopoliméricas por transportadores tipo ABC. No obstante, 
Klebsiella pneumoniae serotipo O:12 y Serratia marcescens O:4 presentan 
cadenas O heteropoliméricas (con dos monosacáridos) que son translocadas a 
través de la membrana interna por transportadores ABC (189, 317). 
Tras la síntesis del polisacárido, tanto si es un heteropolisacárido como 
un homopolisacárido, la ligasa WaaL lo transfiere a la molécula lípido A-núcleo. 
Finalmente, una vez formada la molécula completa de LPS, el complejo 
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2. EL GÉNERO Yersinia 
El género Yersinia está incluido en la familia Enterobacteriaceae y dentro 
de él se incluyen catorce especies: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. 
enterocolitica, Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. ruckeri, Y. 
aldovae, Y. rhodei, Y. mollaretii y Y. bercovieri, Y. aleksiciae, Y. massiliensis y 
Y. similis (28, 30, 31, 56, 241, 359, 360, 384). Únicamente las 3 primeras 
especies son patógenas para el hombre. El bacilo de la peste (Y. pestis) fue 
aislado como agente causal de la peste bubónica en 1894 casi 
simultáneamente por Yersin y por Kitasato. Y. pseudotuberculosis se describió 
por primera vez en 1883 mientras que Y. enterocolitica no recibió importancia 
como patógeno para el hombre hasta 1960. En 1944, Van Loghem propuso la 
creación del género Yersinia, en honor de Yersin, incluyendo en él a las 
especies Y. pestis y Y. pseudotuberculosis, separándolas del género 
Pasteurella (14). Años más tarde, varios estudios confirmaron la validez de esta 
propuesta. En 1984, la 8ª edición del Manual Bergey incluía el género Yersinia 
con una especie más, Y. enterocolitica.  
 
2.1. Características generales 
Como miembros de la familia Enterobacteriaceae, las especies 
deYersinia son anaerobias facultativas, oxidasa negativas y catalasa positivas. 
Presentan pleomorfismo dependiendo del medio de cultivo empleado, 
observándose desde cocos a bacilos cortos e incluso cadenas de cuatro o 
cinco elementos. Su diámetro es de 0,5-0,8 µm y su longitud de 1-3 µm. No 
forman esporas ni presentan inclusiones específicas. Presentan un rango 
amplio de temperatura de crecimiento, desde 4 a 42ºC, con una temperatura 
óptima de 28ºC. Salvo Y. pestis que es siempre inmóvil, todas las especies de 
Yersinia presentan motilidad a la temperatura de crecimiento comprendida 
entre 21 y 29ºC, expresando entre dos y quince flagelos peritricos (266). Sin 
embargo, a 37ºC pierden esta característica. En general, metabólicamente no 
difieren de otras enterobacterias, pero cabe destacar la gran influencia que 
tiene la temperatura sobre algunas de sus actividades bioquímicas. 
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Al igual que para otras enterobacterias, el porcentaje de GC de todas las 
especies del género Yersinia está en torno a 50. Los estudios de hibridación 
ADN/ADN muestran una gran homología (porcentajes iguales o superiores al 
50%) entre las diferentes especies del género, a excepción de Y. ruckeri. Entre 
Y. pestis y Y. pseudotuberculosis el grado de homología es superior al 90%, 
por lo que se podría incluir a la primera como una subespecie de la segunda si 
se aplicara el concepto de especie genómica (29). Achtman y colaboradores (1) 
han propuesto que Y. pestis es un clon derivado, hace 1500-2000 años, de Y. 
pseudotuberculosis. Skurnik y colaboradores (350) han sugerido, tras comparar 
la región génica que codifica la cadena O de Y. pseudotuberculosis O:1b y la 
región críptica de la cadena O de Y. pestis, que la segunda ha evolucionado a 
partir de la primera. Más recientemente se ha sugerido que hubo una 
transferencia de material genético (exactamente el plásmido pMT1) entre una 
cepa de Salmonella enterica serovar typhi y una ancestral de Y. 
pseudotuberculosis, que condujo a la aparición de Y. pestis, hace ahora unos 
2000 años (288). Sin embargo, dado su diferente grado de virulencia y por 
razones de seguridad (nomen periculosum, Judicial Commission, 1985) se 
mantiene la denominación de Y. pestis.  
 
2.2. Patogenicidad 
Mientras que todas las cepas de Y. pestis y Y. pseudotuberculosis son 
patógenas, sólo lo son algunas cepas de Y. enterocolitica. Las cepas 
patógenas de Yersinia pueden dividirse en cepas de baja patogenicidad y alta 
patogenicidad. Las cepas de baja patogenicidad son aquellas que pueden 
causar infecciones intestinales leves en humanos y no son letales en ratones a 
bajas dosis de infección. Este grupo está comprendido por los serotipos de Y. 
pseudotuberculosis II, IV y V y los biotipos 2, 3, 4 y 5 de Y. enterocolitica que 
incluyen los denominados serotipos europeos, por ejemplo O:3 y O:9. Por otro 
lado, las cepas de alta patogenicidad pueden causar infecciones sistémicas 
graves en humanos y son letales en ratones a dosis de infección bajas. Estas 
cepas pertenecen a Y. pestis, Y. pseudotuberculosis serotipos I y III y Y. 
enterocolitica del biotipo 1B, donde se incluyen los llamados serotipos 
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americanos, como por ejemplo el O:8 (72). Aunque otros factores aún 
desconocidos pueden estar involucrados en el fenotipo de alta virulencia, una 
de las principales diferencias entre las cepas de Yersinia de alta y de baja 
patogenicidad es que éstas últimas no expresan la isla de alta patogenicidad 
que codifica genes para la captación de hierro. Los datos indican que este 
sistema de captación del hierro es necesario para la diseminación sistémica de 
la bacteria en el organismo (68). 
De las 3 especies patógenas humanas del género, Y. pestis, agente 
causal de la peste, es la más virulenta. La peste es una enfermedad propia de 
roedores que esporádicamente se transmite al hombre. El contagio de Y. pestis 
entre roedores se debe a la picadura de pulgas, en las cuales la bacteria se 
multiplica en el esófago y la faringe. La multiplicación de la bacteria es tal que 
se produce un bloqueo del canal intestinal anterior en la pulga. En la siguiente 
ingesta de sangre, en el esfuerzo por vencer la obstrucción, la pulga regurgita 
parte de la masa bacteriana en la mordedura, de forma que la bacteria se 
transmite al torrente sanguíneo, bien de otro roedor, o bien del hombre. Tras la 
picadura, la bacteria circula por la sangre hasta los ganglios linfáticos más 
próximos, donde es ingerida por los macrófagos, dentro de los cuales se 
multiplica, produciendo una respuesta intensa que se traduce en la aparición de 
bubas o adenopatías inflamatorias (de ahí el nombre de peste bubónica) 
(Figura 4). Entre un 30 y un 90% de los sujetos infectados mueren si no se les 
proporciona el tratamiento adecuado. A partir de las bubas, la bacteria puede 
volver otra vez a la sangre, produciendo lo que se denomina la peste 
septicémica secundaria. También existe una forma septicémica primaria que, 
junto con la neumónica, es la más mortífera. La peste septicémica primaria se 
da en individuos en los que las bubas pasan desapercibidas y la bacteria pasa 
a la sangre provocando una infección sistémica que en pocas horas acaba con 
el individuo. La muerte en el hombre se debe al elevado número de bacterias 
diseminadas y a las reacciones del huésped (choque séptico) asociadas al 
LPS. Los individuos infectados con Y. pestis a menudo desarrollan lesiones 
necróticas en los vasos sanguíneos periféricos probablemente debido a una 
coagulación intravascular diseminada inducida por el LPS, fenómeno que 
conlleva un ennegrecimiento de la piel en los enfermos (peste o muerte negra). 
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La bacteriemia conduce a la infección de nuevas pulgas y la subsiguiente 
transmisión a otros huéspedes. También puede ocurrir que la bacteria llegue al 
pulmón a través de la sangre (Figura 4). Esta forma se denomina peste 
neumónica secundaria, de contagio muy fácil y rápido por aerosoles, con tasas 
de mortalidad prácticamente del 100%. La inhalación de estos aerosoles 
produce una forma de la enfermedad, peste neumónica primaria, que progresa 
mucho más rápido que las anteriores, probablemente porque la bacteria ya 
expresa todos los factores de virulencia necesarios para la colonización del 
cuerpo humano (65). 
Las otras dos especies patógenas humanas, Y. pseudotuberculosis y Y. 
enterocolitica causan un amplio número de síndromes gastrointestinales como 
adenitis mesentérica y diarrea. Las infecciones se contraen normalmente por 
ingestión de agua o alimentos contaminados (40, 217, 381). La infección por Y. 
enterocolitica es bastante común en el hombre, al contrario que la causada por 
Y. pseudotuberculosis. En ambos casos, la bacteria migra a través del tracto 
intestinal hasta el íleon donde atraviesa la pared intestinal a través de las 
células M llegando al tejido linfoide (placas de Peyer) donde induce una 
respuesta inflamatoria (152). En las placas de Peyer las bacterias se 
multiplican antes de alcanzar e infectar los nódulos linfáticos mesentéricos y, 
eventualmente, diseminarse a otros tejidos como el hígado o el riñón, donde se 
replican extracelularmente formando microabcesos monoclonales (152, 340) 
(Figura 4).  
En el caso de las infecciones por Y. enterocolitica, los síntomas 
dependen de la edad del paciente. En niños, esta bacteria produce adenitis 
mesentéricas agudas fácilmente confundibles con apendicitis, así como ileítis 
terminal con diarrea. En adultos, cursa como una infección intestinal, que 
puede complicarse con eritema nodoso y artritis reactiva. No se suelen producir 
septicemias y, si ocurren, están asociadas con otras patologías como la cirrosis 
o la hemocromatosis (65). En el caso de la infección por Y. pseudotuberculosis, 
se producen septicemias con relativa frecuencia, especialmente en pacientes 
inmunodeprimidos (65). 
 












Figura 4. Representación esquemática de las rutas de entrada y localización final de Y. 
enterocolitica, Y. pseudotuberculosis y Y. pestis en las infecciones humanas. (PMN, 
leucocitos polimorfonucleares; Mac, macrófago). 
 
Cabe señalar que, aunque la replicación de Yersinia en el interior del 
huésped es principalmente extracelular, hay cada vez más evidencias de que 
las tres especies de Yersinia patógenas en humanos son capaces de sobrevivir 
y multiplicarse en el interior de macrófagos, hecho que parece ser de especial 
importancia en las primeras fases de la infección (289, 410).  
 
2.3. Factores de virulencia 
Las tres especies patógenas de Yersinia tienen ciclos de vida bifásicos 
durante los cuales la expresión génica se adapta a diferentes ambientes. Los 
principales factores ambientales que regulan la expresión de los factores de 
virulencia de Yersinia son el pH, la osmolaridad, la disponibilidad de iones y 
nutrientes, el oxígeno y, de manera destacable, la temperatura (143, 364). 
Ganglio linfático  
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Los factores de virulencia de Yersinia están codificados tanto en el 
cromosoma como en diferentes plásmidos. Las tres especies patógenas 
contienen un plásmido de 70-75 kb (pYV), esencial para su virulencia. Este 
plásmido codifica un conjunto de proteínas, YadA (“Yersinia adhesin A”) y Yops 
(“Yersinia outer proteins”), que  protegen a la bacteria frente a la lisis mediada 
por el complemento, la fagocitosis por macrófagos y neutrófilos y previenen la 
activación de respuestas inflamatorias. Las Yops son secretadas a través de la 
envoltura de la bacteria mediante el sistema de secreción tipo III (SSTT) Ysc, 
codificado en el mismo plásmido, que transloca directamente las proteínas al 
citoplasma de la célula huésped (90, 94, 286). Una vez allí, estas proteínas 
actúan como factores de virulencia, bloqueando numerosas vías de 
señalización de la célula diana (365), lo que asegura la supervivencia de la 
bacteria en los tejidos del huésped. Además del plásmido pYV, Y. pestis 
contiene otros dos plásmidos: pPCP de 9.5 kb y pMT de 100 kb. Estos 
plásmidos codifican las proteínas necesarias para la colonización de la pulga 
(la proteína capsular Calf1 codificada por pMT) y para la dispersión e infección 
sistémica en el hombre (la proteína Pla codificada por pPCP) (127, 356).  
 
2.4. Estudios de genómica funcional en Y. enterocolitica 
Las técnicas IVET (“in vivo expression technology”) y STM (“signature-
tagged mutagenesis”) permiten identificar los genes cuya expresión es 
importante para la virulencia o el crecimiento bacteriano en modelos 
experimentales in vivo. Estas técnicas han sido utilizadas para identificar una 
colección de genes que promueven o están implicados en el proceso de 
infección de Y. enterocolitica. 
En el estudio realizado por Darwin y colaboradores (98) empleando STM 
se identificaron genes, tanto cromosómicos como codificados en el plásmido 
pYV, implicados en la supervivencia y virulencia de Y. enterocolitica en el 
modelo de infección oral de ratón. Algunos de estos genes están implicados en 
la síntesis de componentes de la membrana externa, en la respuesta a estrés o 
en la captación de nutrientes, mientras que otros no presentan homólogos en 
otras bacterias y/o su función es aún desconocida. Es destacable que, en Y. 
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enterocolitica, la expresión del homólogo del gen pspC (“phage shock protein 
C”) de E. coli es necesario para la supervivencia de la bacteria durante el 
proceso de infección cuando el SSTT Ysc está activo y funcional (98, 99).  
Por otra parte, en Y. enterocolitica se han realizado dos estudios 
empleando IVET para identificar tanto aquellos genes que se activan en la fase 
inicial de infección, como los que se expresan en la fase sistémica de la misma 
(143, 403). En el primer caso los ratones se infectaron oralmente, mientras que 
en el segundo caso los ratones se infectaron intraperitonealmente. 
Prácticamente no se encontró solapamiento entre los genes que se expresan 
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3. FACTORES DE VIRULENCIA DE Y. enterocolitica 
3.1. Factores de virulencia codificados en el plásmido de 
virulencia pYV 
El plásmido pYV de Y. enterocolitica 8081 tiene unas 70 kb (Figura 5). 
Dicho plásmido de virulencia no es conjugativo, aunque sí contiene vestigios de 















Figura 5. El plásmido pYV de Y. enterocolitica 8081. Mapa en el que se muestran los genes 
más significativos, los elementos IS (cajas en azul oscuro) y las regiones de replicación y 
partición (cajas amarillas). El círculo interior muestra la escala en kb. Amablemente cedida por 
Roggenkamp A. y colaboradores, 1995 (303). 
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3.1.1. YadA  
YadA es una proteína autotransportadora (41-44 kDa) localizada en la 
membrana externa y que está codificada en el plásmido de virulencia pYV de 
las tres especies patógenas de Yersinia (379). No obstante, YadA sólo está 
implicada en la virulencia de Y. enterocolitica (4, 92). Así, un mutante yadA de 
Y. enterocolitica presenta una menor capacidad para colonizar el íleon de 
ratones infectados por vía oral o intraperitoneal (198, 280). En Y. pestis el gen 
yadA está mutado y no se expresa (311, 355).  
La expresión de yadA está regulada por el activador transcripcional VirF 
(214, 351), codificado en el propio plásmido de virulencia. Dicha expresión es 
máxima a 37ºC y no se induce por debajo de 30ºC (51, 197). Al contrario de lo 
que ocurre con otros genes regulados por VirF, la expresión de yadA no es 
dependiente de Ca2+ (51, 343, 348).  
Por otra parte, YmoA (“Yersinia modulator A”) también modula la  
expresión de yadA (93). YmoA es una proteína de bajo peso molecular (8 KDa) 
que pertenece a la familia de proteínas asociadas al nucleoide implicadas en la 
regulación de la expresión de diversos factores de virulencia en diferentes 
proteobacterias (229). En Yersinia, ymoA es un gen cromosómico y su 
mutación resulta letal en la cepa de Y. enterocolitica 8081 (121). Cabe señalar 
que la acción de YmoA parece depender de su unión a H-NS, otra importante 
proteína asociada al nucleoide (120, 264).  
YadA forma estructuras homotríméricas (148, 226) u homotetraméricas 
(174) en la membrana externa de la bacteria. Estas estructuras recubren la 
superficie de la bacteria y le confieren características hidrofóbicas (174, 209, 
233, 269). La estructura de YadA consta del extremo N-terminal seguido por el 
cuello y una parte peduncular que termina en el extremo C-terminal situado en 
la membrana externa. El extremo N-terminal tiene forma de óvalo y es 
responsable de la adhesión a células y a componentes de la matriz 
extracelular, además de mediar el proceso de autoaglutinación por la 
interacción tipo cremallera entre diferentes moléculas de YadA (301, 366, 368). 
El extremo C-terminal es crucial para la estabilidad, oligomerización y anclaje 
de la molécula YadA a la superficie celular. 
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El papel de YadA como factor de virulencia en Y. enterocolitica está 
asociado a múltiples funciones biológicas. Por un lado, YadA promueve la 
adhesión e invasión de células del huésped, principalmente en la lámina propia 
y en la submucosa intestinal (162, 183, 186, 231, 249, 349). Aunque no 
contribuye de manera importante en el inicio del proceso de infección (116, 
280, 349), YadA es el principal factor de adhesión una vez la bacteria ha 
atravesado el epitelio intestinal, mediando la adherencia a células epiteliales 
(163), células fagocíticas profesionales (302) y proteínas de la matriz 
extracelular (122, 131, 331, 332). De hecho, una de las propiedades más 
importantes de YadA es su capacidad para unirse a moléculas de la matriz 
extracelular como el colágeno-α1 (332, 333, 368), la laminina o la fibronectina. 
Esto permite a la bacteria adherirse a la submucosa intestinal y al mucus. La 
unión al colágeno mediada por YadA es esencial para la virulencia de Y. 
enterocolitica O:8 (368). Por otra parte, en el modelo de artritis reactiva en rata, 
la unión específica de YadA a las fibras de colágeno es fundamental para el 
desarrollo de la enfermedad (148, 149, 344). 
En Y. enterocolitica, YadA es el factor más importante en la mediación 
de la resistencia al suero de este patógeno (20, 38, 46, 270, 284, 285). YadA 
se une al factor H, lo que impide la activación de la vía alternativa del 
complemento (79, 131, 285, 302), y al regulador C4bp, tanto de la vía clásica 
como de la vía de las lectinas del complemento. De esta manera, YadA evita la 
formación del complejo de ataque en la membrana externa de Y. enterocolitica 
(285), la opsonofagocitosis y la lisis bacteriana (204).  
También se especula que YadA contribuye a la persistencia de la 
bacteria en las placas de Peyer gracias a su actividad antifagocítica (165, 307), 
pudiendo ser importante para que se de una adecuada inyección de Yops en 
células fagocíticas diana (45, 165, 233, 280, 309, 310, 348).  
 
3.1.2. El sistema de secreción tipo III Ysc  
El SSTT es un mecanismo que usan diversas bacterias Gram negativas 
para secretar proteínas efectoras al medio extracelular, o bien para inyectarlas 
en las membranas o el citosol de células eucariotas (91, 140). Uno de los SSTT 
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mejor estudiados es el sistema Ysc que comparten las tres especies patógenas 
del género Yersinia.  
El SSTT Ysc está codificado en el plásmido de virulencia pYV y consta 
de cuatro componentes básicos: (i) el aparato de secreción tipo III formado por 
proteínas Ysc, (ii) las proteínas Yop efectoras (“Yersinia outer protein”), (iii) un 
conjunto de proteínas reguladoras que bloquean el SSTT en ausencia del 
estímulo adecuado, y (iv) un grupo de proteínas que ayudan a la translocación 
de las proteínas efectoras.  
La secreción y translocación de los efectores Yop se desencadenan por 
el contacto íntimo entre la bacteria y una célula eucariota (Figura 6). La 
secreción también puede inducirse artificialmente in vitro creciendo las 
bacterias a 37ºC en un medio rico pero deficiente en iones Ca2+, lo cual origina 
la liberación masiva de Yops al medio de cultivo (245). Recientemente se ha 
descrito que se puede inducir la secreción de Yops creciendo las bacterias en 
un medio con baja concentración de sales y calcio a 26oC (400). Por tanto, 
factores ambientales distintos a la temperatura pueden influir en la regulación 

















Figura 6. Secreción de Yops por el inyectiosoma Ysc y translocación a través de la 
membrana de la célula eucariota. La señal que desencadena la secreción de Yops es el 
contacto íntimo con la célula eucariota, el cual está mediado por la interacción de las adhesinas 
y las integrinas de la membrana externa de la bacteria con la superficie de la célula huésped. 
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La transcripción de los genes ysc y yop está regulada por la temperatura 
siendo VirF el activador transcripcional que controla este proceso (91, 214, 
351). Además, se ha demostrado que el grado de enrollamiento de la cromatina 
también modula la expresión de los genes ysc y yop (304, 305). A su vez, virF 
sólo se transcribe a 37ºC y su expresión está modulada por la proteína tipo 
histona YmoA, codificada en el cromosoma y que inhibe la expresión de virF a 
temperatura ambiente (91, 93). Por otra parte, FlhDC, reguladores de la 
síntesis del flagelo, también inhiben la expresión de virF a través de FliA (44, 
176).  
 
Estructura y composición del aparato de secreción Ysc 
El aparato de secreción del SSTT Ysc está compuesto por 
aproximadamente 25 proteínas y su estructura macromolecular consta de dos 
partes diferenciadas: el inyectiosoma y el aparato de translocación. El 
inyectiosoma abarca toda la envoltura bacteriana y termina con una estructura 
en forma de aguja que se expande hacia el exterior de la bacteria. Por su parte, 
las proteínas que forman el aparato de translocación son secretadas por el 
inyectiosoma y se asocian con la membrana de la célula huésped, donde 
parece que facilitan la translocación de las proteínas efectoras al citosol celular.  
 
A. El inyectiosoma 
El inyectiosoma permite la translocación de proteínas desde el citosol 
bacteriano al citosol de la célula huésped en un solo paso (89). Consta de tres 
estructuras diferenciadas (Figura 7A): (a) un dominio citoplasmático, (b) un 
canal transmembrana formado por proteínas de las membranas interna y 
externa, y (c) una estructura externa denominada “aguja” (47). 
 
(a) Dominio citoplasmático 
Es una estructura que sobresale de la membrana interna hacia el citosol 
bacteriano. Parece estar formada por las proteínas YscQ, que forman un 
anillo en la base de la estructura del inyectiosoma, y por YscN (393) 
(Figura 7A). Esta última es una proteína citoplasmática con función 
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ATPasa y que, probablemente, genera energía para el proceso de 
secreción.  
Se ha propuesto que YscL podría ser la proteína que une este dominio 
citoplasmático con el canal transmembrana puesto que interacciona 
tanto con YscQ como con YscN (357).  
 
(b) Canal transmembrana 
Es una base cilíndrica formada por dos pares de anillos, que abarcan las 
membranas interna y externa, unidos por una estructura en forma de 
varilla (Figura 7A). 
Existe un conjunto de 8 a 10 proteínas que forman un núcleo altamente 
conservado entre todos los SSTT. Estas proteínas se localizan en las 
membranas de la envoltura bacteriana o bien en el citoplasma asociadas 
de manera laxa a la membrana. En Yersinia las que se conocen son: 
- YscC: es una secretina localizada en la membrana externa, donde 
forma un par de estructuras en forma de anillo (210). YscW es una 
lipoproteína auxiliar necesaria para la inserción adecuada de YscC 
en la membrana externa (64, 210).  
- YscJ es una lipoproteína que podría actuar de conector del aparato 
de secreción a través del periplasma (109). 
- YscR/S/T parecen formar una estructura en forma de canal en la 
membrana interna (5).  
- YscU y YscV podrían constituir la varilla y/o interaccionar con la 
membrana interna (10, 27).  
- YscO e YscP parecen ser los componentes más externos del aparato 
de secreción (275). 
-  
(c) Aguja extracelular 
Es una estructura extracelular alargada, rígida y hueca, que está unida al 
cuerpo basal (Figuras 7A y 7B). Se cree que a través de esta estructura 
se translocan/secretan las proteínas efectoras. 
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En Yersinia, la aguja está formada por la polimerización de monómeros 
de la proteína YscF que son secretados por el propio aparato de 
secreción Ysc (173).  
La longitud de la aguja está regulada. Así, Journet y colaboradores (192) 
demostraron que la longitud de la aguja de Yersinia depende del tamaño 
de la proteína YscP. Estos  autores propusieron que YscP controla el 
tamaño de la aguja durante el ensamblaje progresivo de las unidades del 
inyectiosoma, señalizando la interrupción de la exportación de YscF una 
vez alcanzada la longitud de la estructura madura. El hecho de que la 
longitud de la aguja esté regulada indica que es un parámetro físico 
importante para su función. Además, parece que la longitud de la aguja 
ha sido ajustada evolutivamente en relación con las dimensiones de 



















Figura 7. A. Representación esquemática del sistema de secreción tipo III Ysc de Yersinia. 
Adaptado de: Tampakaki A. P., 2004. (369). B. Micrografía tomada por microscopía electrónica de 
las agujas del inyectiosoma que sobresalen de Y. enterocolitica E40. Amablemente cedida por 
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B. El aparato de translocación 
La translocación sólo ocurre en puntos de contacto directo entre el 
patógeno y la célula diana. YopB, YopD y LcrV son las tres proteínas que 
forman el canal a través del cual el inyectiosoma mantiene el contacto con la 
membrana plasmática de la célula huésped (89, 175) (Figura 7A). La evidencia 
disponible indica que YopB, YopD y LcrV interaccionan para formar el poro por 
el cual atravesarán las distintas Yops. Además, parece que estas tres proteínas 
ya forman el canal antes de que se dé el contacto con la célula huésped (282, 
324).  
Por otra parte, YopN es una de las proteínas secretadas por el 
inyectiosoma que parece actuar como tapón del aparato de translocación (232), 
impidiendo la secreción de proteínas efectoras tanto en presencia de calcio 
como en ausencia de contacto entre la bacteria y la célula eucariota (76). 
Aunque no se conocen bien los mecanismos moleculares que intervienen en 
esta regulación, YopN parece interaccionar con los componentes del canal de 
translocación (232).    
 
Tipos y funciones de las proteínas Yop efectoras 
Se han caracterizado seis proteínas efectoras en Y. enterocolitica: YopE, 
YopH, YopM, YopP, YopO y YopT (92).  Muchas de sus dianas celulares son 
componentes que influyen en la inmunidad innata del huésped. Las Yops 
translocadas al interior de la célula huésped alteran procesos básicos de la 
célula eucariota, como la transducción de señales, la arquitectura del 
citoesqueleto, el tráfico de membrana, la expresión de citoquinas y la muerte 
celular. Todo esto hace posible que Yersinia se multiplique extracelularmente y 
persista en el tejido linfoide.  
 
A. Acción sobre el citoesqueleto   
El citoesqueleto es una de las principales dianas de las Yops. YopE, 
YopH, YopT y YopO inhiben la dinámica del citoesqueleto, con lo que 
contribuyen a la resistencia de Yersinia frente a la fagocitosis por macrófagos 
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(145,146) y leucocitos polimorfonucleares (147,148). Las Yops que afectan al 
citoesqueleto actúan sobre las proteínas de la familia Rho GTPasas (RhoA, 
Rac-1 y Cdc42), las cuales son esenciales para el control de la dinámica del 
citoesqueleto (149-152). Estas proteínas oscilan entre un estado activo o 
inactivo en función de si tienen unido GTP o GDP, respectivamente. La forma 
activa es capaz de interaccionar con efectores moleculares que actúan sobre el 

























Figura 8. Acción antifagocítica de las Yops. Tras el contacto de la bacteria con el receptor 
del fagocito (R), se desencadena una cascada de señalización y los miembros de la família 
Rho (RhoA, Rac-1, Cdc42) promueven la polimerización de actina. YopE hace que disminuya 
la expresión de Rac-1, Cdc42 y RhoA. La proteasa YopT corta el extremo COOH de RhoA, 
Rac-1 y Cdc42, liberándolas de la membrana plasmática. La quinasa YopO se autofosforila tras 
el contacto con la actina e interacciona con RhoA y Rac-1. La PTPasa YopH es dirigida a 
adhesiones focales y a otros complejos proteicos donde defosforila proteínas como la quinasa 
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YopE: Es una proteína con actividad GAP (proteína 
activadora/aceleradora de GTPasas). Estas proteínas inactivan las Rho 
GTPasas (RhoA y Rac-1) al estimular la hidrólisis de GTP (41). Esto hace que 
se altere la estructura de los filamentos de actina y se inhiba la fagocitosis por 
macrófagos (308, 309, 358, 378). La desactivación de las Rho GTPasas da 
lugar a que células epiteliales en cultivo infectadas se redondeen y se 
despeguen, fenómeno denominado citotoxicidad. Además, YopE regula la 
respuesta inflamatoria, ya que la desactivación de Rac-1 hace que se inhiba la 
maduración de la prointerleuquina-1β en macrófagos (329). Se sabe que YopE 
interactúa con la chaperona específica SycE, que es necesaria para su 
liberación y translocación. Una vez translocada, YopE se localiza en la región 
perinuclear de las células de mamíferos (211). 
YopH: Es una PTPasa (fosfotirosina fosfatasa) que inhibe la capacidad 
fagocítica de macrófagos y leucocitos polimorfonucleares (281, 358). YopH 
actúa defosforilando las adhesiones focales, impidiendo la señalización 
intracelular (42, 157).  
YopT: Es una cisteína proteasa que elimina el grupo prenilo presente en 
GTPasas como RhoA, Rac-1 o Cdc42 (335), lo cual hace que la GTPasa se 
libere de la membrana y sea inactiva. Su función en la virulencia es redundante 
a la de YopE, pues también provoca un efecto citotóxico en las células 
epiteliales y la disrupción de las fibras de estrés del citoesqueleto de actina (3, 
87).  
YopO: Es una serina/treonina quinasa que se une a las GTPasas RhoA 
y Rac-1. Se activa por contacto con la actina. YopO impide que la bacteria sea 
fagocitada actuando sobre las integrinas 1β (151, 287). Recientemente se ha 
demostrado que YopO fosforila el residuo Ser47 del mediador de procesos 
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B. Acción sobre las vías de señalización inflamatorias 
El segundo punto de acción de las Yops efectoras es el bloqueo de la 



















Figura 9. Inhibición de la respuesta inflamatoria. YopP se une y bloquea la quinasa 
IκBβ (IKKβ), la cual inhibe la fosforilación y degradación de IκB, el inhibidor de NF-κB. Esto a su 
vez previene la migración del factor de transcripción NF-κB al núcleo. La ausencia de NF-κB en 
el núcleo previene la transcripción de genes antiapoptóticos y varios genes proinflamatorios, 
como el gen de TNFα. YopP también bloquea las MAPK quinasas (MKKs), inhibiendo la 
activación de MAPK, lo cual impide se active CREB, otro factor de transcripción implicado en la 
respuesta inmune. YopP induce la apoptosis en macrófagos, bien directamente actuando por 
encima de Bid o indirectamente bloqueando la síntesis de los factores antiapoptóticos 
dependientes de NF-κB. YopH inhibe la producción de la proteína quimioatrayente de 
monocitos 1 (MCP-1) defosforilando elementos clave en la vía de señalización fosfatidilinositol 
3-quinasa (PI 3-k)/Akt. Adaptado de: Cornelis G. R., 2002 (90). 
 
YopP: Es una serina/treonina acetiltransferasa que altera la respuesta 
inflamatoria de la célula huésped reduciendo la liberación de las citoquinas 
proinflamatorias [TNFα en macrófagos (49) e IL-8 en células epiteliales y 
endoteliales (107)]. Todo ello es consecuencia de la inhibición de la activación 
de las vías de señalización de las MAP quinasas (49, 313) y de NF-κB (49). 
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Además, YopP induce la apoptosis de macrófagos como consecuencia tanto de 
la inhibición de la vía NF-κB como de la activación de la vía de la caspasa 3 
(107). Finalmente, YopP contrarresta la inmunidad adaptativa induciendo la 
apoptosis de células dendríticas (123). 
 
YopH: Además de bloquear la fagocitosis, contribuye a la alteración de 
la respuesta inflamatoria inhibiendo la síntesis de la proteína quimioatrayente 
de monocitos 1 (MCP-1), una quimioquina implicada en el proceso de 
reclutamiento de macrófagos al sitio de la infección (325). 
 
LcrV: Es también una proteína efectora que induce la producción de la 
citoquina antiinflamatoria IL-10 en macrófagos. La IL-10 reduce la producción 
de TNFα y de IFNγ,  contrarrestando así el desarrollo de la respuesta inmune 
del huésped (60). 
 
YopM: No se conoce su función, aunque se ha visto que es importante 
para la virulencia de Y. enterocolitica en ratón (50). Por otro lado, estudios in 
vitro indican que YopM se localiza en el núcleo de la célula huésped, donde 
puede que influya en la transcripción génica (24, 326). 
 
Señal de secreción de las Yops 
Los efectores del SSTT carecen de señales clásicas de secreción y 
existe cierta controversia sobre la naturaleza de esta señal. Se determinó que 
son necesarios un mínimo de 15 residuos del extremo aminoterminal para la 
secreción de Yops (11, 358). No obstante, la falta de similaridad entre las 
secuencias aminoterminales de los diferentes efectores  hace que sea dudosa 
la naturaleza proteica de la señal (369). En otros estudios se ha propuesto que, 
al menos para algunas Yops, la señal de secreción se localiza en la región 5’ 
del ARNm, de manera que las Yops serían traducidas a la vez que secretadas 
por la bacteria (12). Sin embargo, estudios cinéticos ponen en duda la 
señalización por parte del ARNm puesto que la respuesta antifagocítica de la 
bacteria debe ser muy rápida. Así, los datos sugieren, al menos en el caso de 
YopE, que es en el extremo aminoterminal de la proteína donde reside la señal 
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de secreción (223). Actualmente, la tendencia es considerar que la señal de 
secreción reside en la proteína en lugar de en el ARNm. No obstante, esto no 
excluye la posibilidad de que la secreción sea cotraduccional en estadíos de 
infección más tardíos (293). 
 
Chaperonas 
Las Yops requieren chaperonas para que su secreción sea eficiente 
(383). Estas chaperonas se denominan Sycs y son pequeñas proteínas 
acídicas citosólicas. No se conoce su función exacta pero se ha propuesto que 
podrían prevenir el plegamiento de la proteína (362) o bien conferir una señal 
de secreción tridimensional a la proteína a la que asisten (39). Además, pueden 
estar implicadas en la organización de la secreción de Yops de manera que se 
secreten en un orden determinado (53, 396).  
Algunas proteínas efectoras son escoltadas por chaperonas específicas, 
que normalmente están codificadas por un gen localizado cerca del que 
codifica la proteína a la que asisten. Este es el caso de SycE, SycH, SycT y 
SycN (222, 274). Existen otras chaperonas que no son tan específicas (274). 
Así, SycD ejerce como chaperona para YopB y YopD (262, 383). Los datos 
indican que SycD podría prevenir la asociación prematura entre YopB, YopD y 
LcrV (262, 383). 
 
3.2. Factores de virulencia codificados en el cromosoma 
3.2.1. El sistema de secreción tipo III del flagelo 
Además del SSTT Ysc codificado en el plásmido pYV, el sistema del 
flagelo de Y. enterocolitica codificado en el cromosoma también actúa como 
SSTT (5, 228, 404). De hecho, el flagelo bacteriano parece ser el ancestro 
común de todos los SSTT, de modo que varios de sus componentes 
estructurales están conservados en todos los SSTT conocidos (177).  
El SSTT del flagelo se requiere para exportar las proteínas que forman el 
flagelo a la superficie de la bacteria (228), aunque también secreta proteínas 
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que intervienen en las interacciones bacteria-huésped (404). Un ejemplo lo 
constituye la fosfolipasa A (YplA), una proteína involucrada en la virulencia y no 
en la motilidad (400). Además de YplA, el SSTT del flagelo también secreta 
otras proteínas denominadas Fops (“flagellar outer proteins”), cuya identidad y 
función aún se desconoce (404). La secreción in vitro de YplA y del resto de 
Fops por el SSTT del flagelo ocurre al crecer la bacteria a 26ºC en un medio 
con baja concentración de sales (404). Además,la expresión de FliA es 
necesaria para que se de dicha secreción (404)  
Por otra parte, la síntesis del flagelo confiere a la bacteria motilidad tipo 
“swimming” y tipo “swarming” (405). El papel de dicha motilidad en la 
patogenicidad de Yersinia no está claro. Young y colaboradores (402) 
demostraron que la motilidad “swimming” permite que Yersinia migre a las 
células huésped e inicie el contacto, aunque no es esencial para la invasión de 
las mismas. 
 
Estructura y regulación de la biosíntesis del flagelo  
La estructura del flagelo consta de tres componentes principales: (i) el 
cuerpo basal, estructuralmente parecido al aparato de secreción tipo III, (ii) el 
gancho y (iii) el filamento (Figura 10). Como se ha explicado anteriormente, Y. 
enterocolitica presenta motilidad únicamente en un rango de temperatura de 21 
a 29ºC (266). En cambio, la temperatura no controla la expresión de todos los 
genes que forman parte del operón del SSTT del flagelo.  
Al igual que en E. coli y S. enterica, el regulón del flagelo de Y. 
enterocolitica se expresa siguiendo una cascada de regulación en la que se 
activan secuencialmente los genes tipo I, tipo II y tipo III (8, 78, 227). El operón 
flhDC (genes tipo I) codifica el principal complejo de regulación del flagelo 
FlhDC, el cual es necesario para la expresión del resto de genes del flagelo. En 
Y. enterocolitica, la transcripción de flhDC no está regulada por la temperatura. 
Además FlhDC tampoco interviene en la regulación mediada por la temperatura 
de los genes del flagelo (194, 405). Las proteínas FlhD y FlhC forman un 
complejo heterotetramérico que activa la transcripción del operón flhBAE 
(genes tipo II) (218). Los genes tipo II codifican las proteínas estructurales y 
  Introducción  
 31
accesorias del cuerpo basal, los componentes del gancho y las proteínas 
reguladoras FliA (σ28) y FlgM (125, 181, 196). FlgM es un factor anti-sigma que 
limita la actividad de FliA hasta que se ha completado el ensamblaje del cuerpo 
basal del flagelo y el SSTT del flagelo es competente para exportar la flagelina 
(178). La expresión del operón flhBAE no está modulada por la temperatura 
(125), pero sí la expresión de fliA, que sólo se transcribe a temperaturas 
inferiores a 30ºC (194, 195, 198). FliA es un factor sigma necesario para la 
transcripción de todos los genes tipo III (176, 194, 219, 267), de algunos 
operones tipo II (220) y del gen que codifica el factor anti-sigma FlgM (75). 
Entre los genes tipo III se encuentran los del operón fleABC, que codifica la 
flagelina, el gen ylpA, que codifica una fosfolipasa, y los que codifican 





























Figura 10. Elementos estructurales del sistema de secreción tipo III del flagelo. 
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En el caso de Y. enterocolitica, la termoregulación de la síntesis del 
flagelo puede ser un factor importante en la patogenicidad bacteriana, puesto 
que la flagelina es un potente inductor de citoquinas (238, 252). Por 
consiguiente, la represión de la expresión de flagelina a 37ºC debe ser uno de 
los factores que contribuyen a la pobre respuesta inflamatoria característica de 
las infecciones de Yersinia (43). De hecho, Y. pestis presenta varias 
mutaciones en el regulón del flagelo y no expresa FlhDC (108, 273). 
 
FliA y FlhDC como reguladores de la expresión génica 
Además de su función como reguladores del flagelo, FlhDC y FliA son 
reguladores globales que afectan a la expresión de un gran número de genes. 
Así, FliA afecta la expresión de factores de virulencia codificados en el 
plásmido pYV, probablemente inhibiendo la expresión del activador 
transcripcional VirF (176). Estos factores de virulencia son YadA, YscG y YscM 
(que forman parte del operón virC), el elemento de inserción altamente móvil 
ISYe1 (de función desconocida) y YopQ. FliA, junto con YmoA, media la 
termoregulación de la expresión de factores de virulencia codificados en el 
plásmido pYV. Además, a partir de los resultados obtenidos empleando 
análisis de micromatrices, se ha descrito que FliA también regula la expresión 
de los genes cromosómicos yplA e inv (328, 402). No obstante, utilizando el 
mismo tipo de análisis, otros autores no han observado dicha relación (176, 
194). 
Por su parte, FlhDC inhibe la expresión de los genes ysc y yop a 
temperaturas inferiores a 37ºC (44), regula la síntesis de la fosfolipasa A (YplA) 
(328) y modula los niveles de expresión de varios genes metabólicos, en 
concreto los implicados en el metabolismo del nitrógeno y en el ciclo de la urea 
(194). Con todo, FlhDC y FliA contribuyen a la regulación antagónica de los 
genes del flagelo y de los factores de virulencia codificados en el plásmido pYV 
(SSTT Ysc y YadA). El hecho de que los SSTT Ysc y del flagelo no sean 
funcionales en las mismas condiciones puede deberse a que, si se sintetizan a 
la vez, ambas estructuras interfieran entre sí o bien a que su ensamblaje 
requiere un elemento común.  
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3.2.2. El sistema de secreción tipo III Ysa 
La isla de patogenicidad Ysa (IP-Ysa) se encuentra en el cromosoma de 
las cepas de Y. enterocolitica del biotipo 1B (cepas de alta patogenicidad) y 
codifica el SSTT denominado Ysa (“Yersinia secretion apparatus”) (132, 155, 
370, 400). De acuerdo con la secuencia y organización génica, el SSTT Ysa 
está estrechamente relacionado con el SSTT Mxi-Spa de Shigella flexneri y con 
el SSTT codificado en la SPI-1 de S. enterica (132). La expresión del SSTT Ysa 
se induce in vitro a 26ºC, pH neutro/básico y elevada concentración de NaCl 
(155). Aunque no se conoce exactamente cúal es la función biológica del SSTT 
Ysa, desempeña un papel en la virulencia de Y. enterocolitica, puesto que se 
ha  demostrado que contribuye a la colonización gastrointestinal durante las 
primeras fases de la infección en el modelo de infección oral de ratón (155, 
376). Además, en este modelo de infección, la DL50 de un mutante ysa es 10 
veces superior que la DL50 de la cepa silvestre (155, 234).  
El locus ysa-ysp de la IP-Ysa contiene varios genes que codifican  
proteínas homólogas a otras presentes en todos los SSTT caracterizados hasta 
el momento (YsaJ, I, C, W, V, N, Q, R, S, T, U). Según análisis bioinformáticos, 
la mayoría de estas proteínas parecen formar parte del inyectiosoma del 
aparato de secreción característico de los SSTT (132). El SSTT Ysa está 
regulado por el sistema de dos componentes YsrS/YsrR a través de YsaE/SycB 
y por RcsB (376, 380). La evidencia disponible indica que estos sistemas 
controlan la expresión de ysaE, que, a su vez, controla la transcripción de 
genes implicados en la síntesis del aparato de translocación del SSTT.  
Por otra parte, las proteínas denominadas Ysp y la chaperona SycB se 
secretan mediante el SSTT Ysa. Algunos de los genes que codifican estas 
proteínas Ysp se localizan en la IP-Ysa, mientras que otros están dispersos en 
el cromosoma (234). El SSTT Ysa también puede secretar las proteínas YopE, 
YopN y YopP del SSTT Ysc (133, 400) (Figura 11). Además, el sistema Ysa 
también secreta la proteína YplA (400). Hasta el momento, se han identificado 
ocho efectores Ysp (YspA, YspE, YspF, YspI, YspK, YspL, YspM y YspP). 
Cada uno de ellos es necesario para la virulencia de Y. enterocolitica biotipo 
1B, aunque para la mayoría no se conocen ni las dianas celulares ni el efecto 
que median. (133, 234, 392) (Figura 11). No obstante, se ha especulado 
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acerca de la función de determinadas Ysp basándose en la presencia de 
determinados dominios de función conocida en otras proteínas o en el grado de 































Figura 11. Dianas celulares y vías de señalización de los efectores translocados por el 
sistema de secreción tipo III Ysa de Y. enterocolitica biotipo 1B. Probablemente YopE y 
YopP ejercen la misma función que al ser secretados por el SSTT Ysc. YopN se inyecta en la 
célula pero no se conoce su función como proteína efectora. YspK interacciona con enzimas 
conjugados con ubiquitina E2 y puede que interfiera en la degradación de IκBα mediada por el 
proteasoma, con lo cual se inhibe la expresión de genes proinflamatorios. Adaptado de: 
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3.2.3. El sistema de secreción tipo II 
Las cepas de Y. enterocolitica del biotipo 1B, descritas como altamente 
patógenas,  contienen una región de unos 200 kb en su cromosoma que no se 
encuentra en otras especies de Yersinia (370). Esta región es muy variable 
entre las diferentes cepas de Y. enterocolitica y se denomina región de 
plasticidad (PZ). Varios factores de virulencia se encuentran en esta región PZ, 
incluyendo una región similar a la isla de patogenicidad YAPI de Y. 
pseudotuberculosis, el SSTT Ysa, descrito anteriormente, y el sistema de 
secreción tipo II Yst1 (“Yersinia type II secretion 1”) (370).  
Los sistemas de transporte tipo II se han descrito en diferentes 
enterobacterias (322). El operón cromosómico yst1 presente en el biotipo 1B de 
Y. enterocolitica es muy similar al operón eps de Vibrio cholerae, el cual 
codifica las proteínas que median el transporte extracelular de proteínas como 
proteasas o la toxina de la cólera (188, 323). Los genes yts1 se transcriben 
preferentemente a 37ºC, pero se desconocen las proteínas que son 
transportadas por el sistema Yst1 así como su función (188).  
El sistema de secreción tipo II Yst1 es necesario para la  virulencia de Y. 
enterocolitica del biotipo 1B en el modelo de infección oral de ratón. Un 
mutante yst1 es 100 veces menos virulento que la cepa silvestre y presenta 
dificultades para la colonización del hígado y el bazo, pero no para la 
colonización de las placas de Peyer. Así, el sistema Yst1 parece ser más 
importante para la diseminación de la bacteria que para la colonización inicial 
del tejido linfoide. Yst1 no contribuye a la virulencia si la ruta de infección es 
intravenosa (188).  
Por otra parte, todas las cepas aisladas de Y. enterocolitica codifican 
otro sistema de secreción tipo II, denominado yts2, el cual difiere 
significativamente de yst1, y que también se encuentra en el genoma de Y. 
pestis (188). Es probable que Yst2 no esté implicado en la virulencia de Y. 
enterocolitica, puesto que también está presente en las cepas consideradas 
avirulentas (188).  
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3.2.4. Fosfolipasa A 
La fosfolipasa A (YplA) es una proteína extracelular de 35,5 kDa 
codificada por un gen tipo III del SSTT del flagelo (327, 328, 404). Todas las 
cepas de Y. enterocolitica codifican en su cromosoma el gen yplA, pero sólo las 
del biotipo 1 tienen actividad fosfolipasa (327). Por su parte, ni Y. pestis ni Y. 
pseudotuberculosis expresan YplA (327).  
El gen yplA se expresa de manera coordinada junto con otros genes del 
flagelo a 26ºC (328). La expresión de yplA se induce cuando la bacteria 
alcanza la fase de crecimiento exponencial y es máxima cuando el pH oscila 
entre 6.5-7.5 (328). En la región promotora de ylpA se han identificado 
potenciales sitios de unión de los reguladores de la expresión génica Fnr 
(regulador de crecimiento en anaerobiosis), Crp (proteína receptora de AMPc) y 
FliA (del regulón del flagelo). La posible regulación por los factores citados 
encaja con el hecho de que la expresión de yplA se reduce por la aireación, la 
adición de glucosa y/o sacarosa, por niveles elevados de sales y por la 
temperatura (328).  
En el modelo de infección oral de ratón, un mutante yplA no coloniza las 
placas de Peyer ni los nódulos linfáticos mesentéricos tan eficazmente como la 
cepa silvestre. YplA podría mediar la colonización de tejidos por diferentes vías. 
Por una parte, la actividad fosfolipasa podría provocar la rotura de membranas 
de células del tejido intestinal lo cual facilitaría la penetración y supervivencia 
de la bacteria en el tejido intestinal. Por otro lado, la fosfolipasa podría 
promover el crecimiento bacteriano mediante el aporte de nutrientes en forma 
de ácidos grasos para la biosíntesis o el metabolismo celular (33, 327). 
Asimismo, YplA parece modular la respuesta inflamatoria del huésped (327).  
Para ejercer su función, YplA debe ser secretada al medio extracelular. 
YplA puede ser secretada por cualquiera de los tres SSTT presentes en Y. 
enterocolitica y la contribución de cada uno de ellos depende de factores 
ambientales como la temperatura, la disponibilidad de calcio o la concentración 
de NaCl (400, 404). En bacterias que expresan YplA pero que no pueden 
secretarla, la proteína es degradada lo que indica que la acumulación 
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citoplasmática de YplA podría ser perjudicial por degradar fosfolípidos 
intracelulares de manera descontrolada (404). 
 
3.2.5. Invasin 
Invasin (Inv) está codificada por el gen inv presente en el cromosoma de 
las tres especies patógenas de Yersinia, aunque sólo se expresa en las cepas 
patógenas de  Y. enterocolitica. En Y. pestis está inactivado por una mutación 
(341). Inv es una proteína de 92-103 KDa, formada por cinco dominios 
globulares que se proyectan hacia el exterior de la membrana externa (156). El 
extremo N-terminal se localiza en la membrana externa de la bacteria, mientras 
que el dominio C-terminal está expuesto en la superficie y media la unión a las 
integrinas-1β  que se expresan en la superficie apical de las células M (81, 156, 
184, 185). Así pues, Inv media la adhesión e invasión del epitelio intestinal, a 
través de las células M, para que la bacteria alcance las placas de Peyer (81, 
182, 249, 279, 298).  
La expresión de inv está regulada por la temperatura, el pH, la 
osmolaridad y la fase de crecimiento. In vitro, la expresión máxima de inv en Y. 
enterocolitica ocurre a 23ºC y pH 8.0, o bien a 37ºC y pH 5.5, en el inicio de la 
fase estacionaria (278). En Y. pseudotuberculosis, el efecto de la temperatura 
sobre la expresión de inv es similar, aunque la modulación por la disponibilidad 
de nutrientes y por el pH del medio de cultivo no ocurre igual que en Y. 
enterocolitica (257).  
La regulación de inv en respuesta a señales ambientales en Y. 
enterocolitica está mediada por el activador transcripcional RovA (298) y por el 
complejo inhibidor H-NS-YmoA (120, 264). RovA (“regulator of virulence A”) 
pertenece a la familia de activadores transcripcionales MarR/SlyA, los cuales 
regulan la expresión de factores de virulencia fundamentales en la adaptación 
al estrés de diferentes bacterias (257). En el modelo de ratón de infección oral, 
un mutante rovA de Y. enterocolitica es menos virulento que la cepa silvestre o 
un mutante inv, lo que sugiere que RovA regula directa o indirectamente la 
expresión de otros factores de virulencia, además de Inv (113, 298). Además, si 
la ruta de infección es intraperitoneal, el mutante rovA no es tan atenuado 
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como si la ruta de infección es oral (113), indicando que RovA sobre todo está 
implicado en la colonización y supervivencia de la bacteria en el tejido linfoide. 
Para activar la expresión de inv, RovA se une a dos secuencias ricas en AT de 
la región promotora de inv (171). RovA también activa su propia transcripción 
uniéndose a secuencias específicas de su región promotora (171).  
La transcripción de los genes rovA e inv está inhibida por la proteína 
asociada al nucleoide H-NS (“histone-like nucleoid structure protein”). Esta 
proteína actúa generalmente como represor global de la transcripción en 
bacterias Gram negativas y está implicada en la regulación de la expresión 
génica en respuesta a señales ambientales. Aunque H-NS se une de manera 
inespecífica al ADN, reconoce y se une preferentemente a secuencias ricas en 
AT y que presentan una curvatura intrínseca. Regiones de este tipo están 
presentes en los promotores de inv y rovA (96, 112, 260, 363). La evidencia 
indica que la acción represora de H-NS está reforzada por la formación de 
heterómeros con proteínas de la família Hha-YmoA (93, 120, 265). En Yersinia, 
hns es un gen esencial (120, 171).  
Los sitios de unión de RovA y H-NS están superpuestos en las regiones 
promotoras de inv y rovA (171). Así, para activar la transcripción de estos 
genes, RovA debe expresarse en un nivel suficiente para poder desplazar a H-
NS y unirse a la región promotora de inv y rovA con el fin de interaccionar con 
la ARN polimerasa (171, 374). Esto ocurre cuando la bacteria crece a 
temperatura ambiente, mientras que a 37ºC el complejo H-NS-YmoA inhibe la 
expresión de ambos genes. Cabe señalar que la temperatura regula tanto la 
expresión como las modificaciones post-transcripcionales de RovA (257).  
Por otra parte, OmpR regula negativamente la expresión de inv a 25ºC 
en Y. enterocolitica O:9 (61). OmpR es el sensor de la osmolaridad del sistema 
de dos componentes OmpR/EnvZ (115, 314) y podría estar relacionada con la 
disminución de la expresión de inv observada en Y. enterocolitica y Y. 
pseudotuberculosis al crecer en un medio de elevada osmolaridad (257, 278).  
En Y. pseudotuberculosis RovA activa la transcripción de inv de la 
misma manera que en Y. enterocolitica (171, 257). Un mutante rovA de Y. 
  Introducción  
 39
pseudotuberculosis  invade las células con menor eficiencia que la cepa 
silvestre en ensayos in vitro y presenta una virulencia atenuada en el modelo 
de ratón de infección oral (298). Por otra parte, Y. pseudotuberculosis expresa 
RovM, una proteína de la familia tipo LysR, que, junto con H-NS, inhibe la 
expresión de rovA (168, 170). La mutación del gen rovM provoca un aumento 
de la internalización de Y. pseudotuberculosis en las células huésped y 
aumenta el número de bacterias que infectan las placas de Peyer y los órganos 
internos de los ratones infectados (169, 170).  
En Y. pestis, que no expresa Inv, RovA es fundamental para el 
establecimiento de la peste bubónica y neumónica ya que controla la expresión 
del locus psa, que codifica una estructura tipo fimbria en la superficie de la 
bacteria con propiedades de adhesión y que está implicada en la virulencia de 
la bacteria (74, 138). Su homólogo en Y. enterocolitica es el locus myf que 




Ail es una proteína de 17kDa localizada en la membrana externa. 
Pertenece a la familia OmpX, cuya estructura se caracteriza por presentar ocho 
dominios transmembrana y cuatro bucles extracelulares (128, 248, 377). Está 
codificada en el cromosoma de todas las especies patógenas de Yersinia. 
Diferentes autores han descrito que Ail puede hallarse en la superficie de la 
bacteria parcialmente oculta por la cadena O del LPS (38). De hecho, 
alteraciones en la estructura del LPS parecen tener efectos dramáticos en la 
expresión, exposición en la superficie o en la actividad de Ail (22, 25, 283).  
En Y. enterocolitica, Ail sólo se expresa a 37ºC y ejerce funciones 
importantes para la diseminación extracelular y la patogenicidad de la bacteria. 
Por una parte, Ail es un factor de adhesión e invasión de células del huésped, 
aunque no es necesaria para establecer la infección (247-249, 379). Por otra 
parte, Ail confiere a la bacteria resistencia al complemento (46, 247, 379). Así, 
Ail inhibe la activación de las vías del complemento uniéndose al regulador de 
la vía clásica C4bp (204) y al inhibidor de la vía alternativa, el factor H (37, 79).  
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En Y. pestis, Ail también media la adhesión e invasión celular (208). De 
hecho, la función de Ail como adhesina es crítica para la translocación de las 
proteínas Yop a las células del huésped (126). Por otra parte, Ail es el único 
factor que media la resistencia al complemento en Y. pestis, tanto a 26 como a 
37ºC (13, 22, 208, 263, 398).  
  
3.2.7. Ureasa 
Las ureasas son metaloenzimas que catalizan la hidrólisis de urea a 
ácido carbónico y amonio. Estas enzimas están presentes en multitud de 
organismos y su principal función es la de contribuir al metabolismo del 
nitrógeno.  
La actividad ureasa está codificada en el locus ure del cromosoma de las 
tres especies patógenas de Yersinia. Aunque este locus presenta una baja 
variabilidad genética entre las diferentes especies, la ureasa sólo está 
implicada en la patogenicidad de Y. enterocolitica (102). La ureasa es 
necesaria para la virulencia de Y. enterocolitica en el modelo de infección oral 
de ratón y en el modelo de infección intravenosa en rata (150). El papel de la 
ureasa como factor de virulencia en Y. enterocolitica es el de potenciar la 
supervivencia de la bacteria en los ambientes ácidos que encuentra la bacteria 
a lo largo del proceso de infección, como el estómago o el interior del fagosoma 
de macrófagos, leucocitos polimorfonucleares u otras células del huésped (102, 
401). En estos ambientes, la producción de amonio por parte de la bacteria 
tampona el pH de su citoplasma, evitando el efecto letal que supondría su 
acidificación.  
En Y. enterocolitica, la ureasa tiene una alta actividad en condiciones de 
pH ácido y una baja actividad en condiciones de pH neutro, para así poder usar 
la urea como fuente de nitrógeno y evitar la acumulación de amonio a niveles 
que podrían ser tóxicos para la bacteria. Este control de la actividad enzimática 
por el pH garantiza la supervivencia de la bacteria, permitiendo su adaptación a 
cambios bruscos de pH, como ocurre cuando la bacteria atraviesa el estómago. 
Así pues, la ureasa es activa en un amplio rango de pH pero, a diferencia de la 
mayoría de ureasas bacterianas, su actividad óptima se da a un pH de 3,5-4,5, 
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lo cual se ajusta a su función fisiológica de protección de la bacteria frente a 
ambientes ácidos (104, 401). In vitro, su expresión está regulada por la fase de 
crecimiento y la temperatura, siendo máxima en la fase estacionaria y superior 
a 25 que a 37ºC (104, 194). La ureasa de Y. enterocolitica no se activa por la 
urea o en condiciones limitantes de nitrógeno, lo cual no se ha descrito para 
ninguna otra bacteria ureolítica (104).  
Por otra parte, la subunidad β del centro catalítico de la ureasa (UreB) ha 
sido considerada por algunos autores como un factor inductor de artritis 
reactiva en las infecciones de Y. enterocolitica (242, 243, 346). No obstante, 
Gripenberg-Lerche y colaboradores (150) indican que dicha subunidad no está 
implicada en la inducción de artritis en aquellas ratas infectadas por vía 
intravenosa.  
En Y. pseudotuberculosis, la ureasa no está implicada en la virulencia 
(300) y, probablemente, su función más importante sea la de contribuir al 
metabolismo del nitrógeno durante el período de vida saprofítico de este 
patógeno. Por otra parte, aunque Y. pestis posee el locus ure completo, no 
presenta actividad ureolítica debido a la presencia de un codón de parada 
prematuro en el gen ureD (103, 104, 334). 
 
3.2.8. La isla de alta patogenicidad  
La captación de hierro es un requerimiento esencial para la mayoría de 
microorganismos. De hecho, la patogenicidad de las bacterias depende de su 
capacidad para captar hierro, puesto que en los mamíferos este metal se 
encuentra unido a proteínas eucariotas y, por consiguiente, los niveles de 
hierro libre son muy bajos. Las especies más patógenas de Yersinia (Y. pestis, 
Y. pseudotuberculosis serotipo I y Y. enterocolitica biotipo 1B) presentan una 
isla de alta patogenicidad de 36-43 kb en su cromosoma, cuya función principal 
es la captación de hierro (62, 68, 101, 292). Esta isla de alta patogenicidad está 
ampliamente distribuida en enterobacterias como E. coli, Klebsiella y 
Citrobacter (17, 200, 330).  
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La isla de alta patogenicidad consta de una región conservada entre las 
diferentes especies patógenas de Yersinia y una región variable, rica en AT, de 
función desconocida (291, 292). La región conservada es de unas 30 kb y 
comprende genes implicados en la síntesis, transporte y regulación del 
sideróforo yersiniabactin (Ybt) (23, 63, 130, 165, 277, 291). Los genes del locus 
ybt están regulados negativamente por el complejo Fur-Fe2+ (69, 166, 361) y 
positivamente por el activador transcripcional YbtA, codificado en la isla de alta 
patogenicidad y que se activa por la unión del complejo Ybt-Fe (129).  
Aunque la isla de alta patogenicidad no es el único locus que codifica 
para sistemas de captación de hierro en las especies patógenas de Yersinia, sí 
es el único implicado en su virulencia (142, 318).  
 
3.2.9. El sistema Psp 
Las bacterias Gram negativas han desarrollado diferentes sistemas de 
respuesta a situaciones de estrés de membrana para mantener la integridad de 
la envoltura bacteriana (97). En el cromosoma de Y. enterocolitica están 
codificados los sistemas de estrés extracitoplasmático Cpx, RpoE y Psp 
(“phage-shock-protein”), siendo este último el único esencial para su virulencia 
(67, 172, 236). El sistema Psp está formado por proteínas localizadas en la 
membrana interna que interaccionan con proteínas del citoplasma para 
comunicar la presencia de un estrés extracitoplasmático.  
La expresión del sistema Psp se induce de manera potente y específica 
por la deslocalización de secretinas (99, 161, 221, 236). Las secretinas son una 
familia de proteínas oligoméricas que forman poros en la membrana externa 
(139) y deben asociarse a lipoproteínas para alcanzar su ubicación correcta en 
la membrana (160). Las secretinas están implicadas en la formación de los 
sistemas de secreción tipo II y III, en la biogénesis de pilus tipo IV y en la 
extrusión del fago filamentoso (139). Otros factores que pueden desencadenar 
la activación del sistema Psp son condiciones extremas de temperatura u 
osmolaridad, tratamientos con etanol o la presencia de ionóforos (386). Todos 
estos son factores que alteran la envoltura celular de bacterias Gram negativas 
(32, 57, 97, 253) y, como consecuencia, probablemente se disipe el gradiente 
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electroquímico. Aunque no está totalmente demostrado, la función del sistema 
Psp sería la de paliar las alteraciones en la envoltura bacteriana con el fin de 
restaurar el gradiente electroquímico de la membrana (206). 
En Y. enterocolitica, el sistema Psp está codificado en dos loci no 
adyacentes en el cromosoma, pspF-pspABCDycjXF y pspG. La regulación de 
la expresión de los promotores pspA y pspG es compleja y depende del 
activador transcripcional PspF. En condiciones normales, PspF está inhibido 
por la interacción directa con PspA (114, 117, 118). Las proteínas PspB y PspC 
son proteínas integrales de la membrana citoplasmática necesarias para la 
inducción de la expresión de los genes psp en respuesta a la reducción del 
gradiente electroquímico y/o la deslocalización de secretinas (237, 385). Tras 
una perturbación en la envoltura, PspB y PspC se unen a PspA, lo que se 
traduce en la liberación de PspF para activar la transcripción génica (2). 
Además de regular la expresión del regulón psp, PspA, PspB y PspC son las 
proteínas efectoras del sistema. PspA parece contribuir a restablecer el 
gradiente electroquímico (206). Por su parte, PspB y PspC son importantes 
para mantener el crecimiento en la bacteria en respuesta al estrés causado por 
la deslocalización de secretinas (99, 237). PspG parece ser también una 
proteína efectora, aunque su función es aún desconocida (145, 221).  
El sistema Psp es esencial para la virulencia de Y. enterocolitica en el 
modelo de infección oral de ratón (98). También es esencial para su 
supervivencia en condiciones de estrés causado por la sobreexpresión y 
deslocalización de secretinas (99, 145, 237). El hecho de que las secretinas 
sean un componente esencial de los SSTT debe explicar, al menos en parte,  
la importancia del sistema Psp en la virulencia de Y. enterocolitica (99).  
 
3.2.10. La enterotoxina Y-STa  
Y-STa (“Yersinia stable toxin”) es una enterotoxina termoestable 
codificada en el cromosoma de las cepas patógenas de Y. enterocolitica (106). 
Esta enterotoxina es una proteína de 30 aminoácidos que proviene del 
procesamiento de un polipéptido de mayor tamaño (106). La organización y el 
centro activo de la proteína Y-STa son muy similares a los de la enterotoxina 
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termoestable STa de E. coli (106). La expresión de la enterotoxina Y-STa está 
regulada por la temperatura (246). In vitro, su máxima expresión se alcanza  a 
temperaturas de entre 20-25ºC. A 37ºC su expresión está inhibida a menos que 
la bacteria crezca en condiciones de elevada osmolaridad (246).  
Por otra parte, las cepas consideradas avirulentas de Y. enterocolitica 
(biotipo 1A) producen una enterotoxina denominada Y-STb que se expresa 
únicamente a 37ºC y en las condiciones de pH del íleon (342). Aunque dichas 
cepas son consideradas avirulentas, Y-STb es el principal factor implicado en 
brotes de diarrea asociados a infecciones alimentarias y nosocomiales 
causadas por estas cepas (66, 146, 147, 239, 296, 342). Finalmente, ni Y. 
pseudotuberculosis ni Y. pestis producen ninguna enterotoxina (271, 272).  
Como se ha descrito anteriormente, la infección de Y. enterocolitica en 
humanos da lugar a gastrointeritis con episodios de diarrea, fiebre y dolor 
abdominal (52, 95). Aunque el modelo de infección oral de ratón refleja el 
progreso de la infección en humanos (71, 72), los brotes de diarrea no ocurren 
y sólo se observan en la infección de conejos jóvenes. Así, en el modelo de 
infección oral de conejos jóvenes, se demostró que la enterotoxina Y-STa es el 
factor de virulencia responsable de la diarrea, puesto que la incidencia de 
diarrea, pérdida de peso y mortalidad asociada a deshidratación no ocurrió en 
los conejos inoculados con un mutante deficiente en yst (105). No obstante, 
dicho mutante mantiene la capacidad de colonizar el intestino y de generar 
infecciones sistémicas (105).  
Y-STa, al igual que STa de E. coli, estimula la actividad guanilato ciclasa 
a nivel del intestino e induce la acumulación de fluido debido al aumento de los 
niveles de guanosín monofosfato cíclico (cGMP) en las células del epitelio 
intestinal de ratones y conejos (179, 294, 295). Además, Y-STa regula las 
señales de calcio que modulan eventos celulares tanto en el núcleo como en el 
citoplasma de enterocitos de rata (315, 316). Parece que esta regulación del 
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3.2.11. La cadena O del lipopolisacárido 
La mayoría de las cadenas O de los LPSs de Yersinia presentan una 
estructura heteropolimérica. Únicamente son homopoliméricas las cadenas O 
de Y. enterocolitica O:3 (compuesta por 6-deoxi-L-altrosa) y Y. enterocolitica 
O:9 (compuesta por N-formil-perosamina) (70, 256). La cadena O de Y. 
enterocolitica O:8 está formada por un polisacárido que contiene entre siete y 
diez unidades repetidas de un pentasacárido (26, 406). Y. pseudotuberculosis 
presenta un reducido número de azúcares unidos al núcleo por lo que a este 
LPS se le denomina lipooligosacárido (LOS). Los azúcares que lo componen 







Figura 12. Esquema del operón de la cadena O de Y. enterocolitica serotipo O:8.  
 
En la mayoría de las especies de Yersinia los genes necesarios para la 
síntesis de las cadenas O heteropoliméricas se encuentran agrupados entre 
los genes hemH y gsK (345) (Figura 12). En aquellas cepas que expresan 
cadenas O homopoliméricas, los genes necesarios para la síntesis del núcleo 
externo se encuentran entre los genes hemH y gsK (354). En estas cepas los 
genes de la cadena O también están agrupados, pero localizados en otro sitio 
del genoma todavía desconocido. Han sido secuenciadas las regiones génicas 
necesarias para la síntesis de la cadena O de Y. enterocolitica O:8, O:3, O:9 y 
varios serotipos de Y. pesudotuberculosis (224, 297, 407-409). 
Un aspecto importante de la cadena O de Y. enterocolitica y Y. 
pseudotuberculosis es que su expresión está regulada por la temperatura, al 
igual que ocurre con muchos otros factores de virulencia de las especies de 
Yersinia. Cuando la bacteria crece a temperatura ambiente (21-26ºC) produce 
mayor cantidad de cadena O que a 37ºC, temperatura a la cual sólo presenta 
pequeñas trazas de polisacárido (6, 26). Además de la temperatura, existen 
otros factores importantes que afectan a esta síntesis como, por ejemplo, la 
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fase de crecimiento. La expresión de la cadena O de Y. enterocolitica serotipo 
O:3 es mayor durante la fase exponencial que en la fase estacionaria y, sólo en 
esta última, la temperatura es un factor regulatorio (212). 
El papel de la cadena O como factor de virulencia ha sido abordado en 
diferentes estudios. Nuestro grupo ha demostrado la importancia que tiene la 
cadena O en la virulencia en diferentes modelos animales (25, 259, 408). En el 
modelo de infección de ratón, un mutante que no expresa la cadena O es 100 
veces menos virulento que la cepa silvestre si la ruta de infección es oral, 1000 
veces menos si la ruta de infección es intraperitoneal y 100 veces menos 
virulento que la cepa silvestre si la ruta de infección es intravenosa. Esto indica 
que la cadena O del LPS es importante tanto en los primeros estadíos de la 
infección como en la fase de colonización de los órganos internos del huésped 
(408). En otros dos modelos animales, conejos y cerdos, un mutante que no 
expresa la cadena O también es menos virulento que la cepa silvestre (258, 
259). La importancia de la cadena O como factor de virulencia de Y. 
enterocolitica serotipo O:8 ha sido corroborada por otros autores. En un estudio 
empleando STM, Darwin y Miller encontraron que el 23% de los mutantes 
atenuados tenían inserciones en el operón de la cadena O (98). En el caso del 
serotipo O:3 de Y. enterocolitica la cadena O y el núcleo externo del LPS 
también son esenciales para la virulencia. La DL50 del mutante que no expresa 
la cadena O tras una infección oral en ratón es 100 veces mayor que la DL50 de 
la cepa silvestre, mientras que la DL50 del mutante del núcleo externo es 1000 
veces mayor que aquella de la cepa silvestre (7, 353). Además, en este 
serotipo la cadena O juega un papel importante en la resistencia al sistema del 
complemento (7, 38, 352). En Y. pseudotuberculosis la cadena O también 
parece ser esencial para la virulencia. Utilizando la técnica de STM, Mecsas y 
colaboradores (240) hallaron que el 15% de los mutantes atenuados tenían 
inserciones en el operón de la cadena O.  
Sin embargo, el papel específico que ejerce la cadena O en la virulencia 
de Y. enterocolitica es aún desconocido. La cadena O podría jugar un papel 
directo en la virulencia protegiendo la bacteria de los mecanismos de defensa 
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del huésped. En otros patógenos, la cadena O está involucrada en la 
resistencia al complemento y a los péptidos antimicrobianos (55).  
Por otro lado, nuestro grupo ha demostrado que la expresión de la 
cadena O está coordinada con la expresión de otros factores de virulencia de 
Yersinia (25). Así, un mutante de Y. enterocolitica O:8 que no expresa la 
cadena O no expresa Ail, la función de YadA está alterada, tiene la expresión 
de inv disminuida y sobreexpresa el operón de regulación del flagelo flhDC con 
el subsiguiente incremento en la expresión de YplA (25). En la actualidad sólo 
se puede especular sobre el efecto que tiene el aumento de la expresión de 
flhDC en la virulencia de Yersinia. Esto es incluso más difícil debido a que la 
naturaleza del SSTT del flagelo es poco conocida y a que flhDC regula otros 
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Como se ha resumido en la introducción, nuestro grupo ha demostrado 
que la expresión de la cadena O está coordinada con la expresión de otros 
factores de virulencia de Y. enterocolitica O:8 (25). Así, en un mutante que no 
expresa la cadena O, la expresión de inv es más baja que en la cepa silvestre. 
Además en este mutante flhDC está sobreexpresado y presenta hipermotilidad. 
Por otra parte, Bleves y colaboradores (44) demostraron que en Y. 
enterocolitica serotipo O:9 la mutación de flhDC conlleva un aumento en la 
secreción de Yops mientras que la sobreexpresión de flhDC la disminuye.  
En este trabajo nos planteamos estudiar si la presencia o ausencia de la 
cadena O afecta a la expresión y/o la funcionalidad de otro importante factor de 
virulencia de Y. enterocolitica, el SSTT Ysc, y si éste es un proceso 
dependiente de flhDC. 
Para estudiar esta hipótesis se plantearon los siguientes objetivos:  
i.- Estudiar si la expresión del SSTT Ysc está alterada en un mutante 
que no expresa la cadena O.  
ii.- Analizar el papel de FlhDC en la expresión del SSTT Ysc. 
 
Por otro lado, Badger y colaboradores (18) demostraron que en Y. 
enterocolitica existe una regulación coordinada entre la expresión de inv y la 
motilidad. Por tanto, puesto que un mutante de Y. enterocolitica que no expresa 
cadena O presenta una alteración en los fenotipos de motilidad y de expresión 
de inv y flhDC (25), nos planteamos el siguiente objetivo: 
iii.- Analizar las bases moleculares que explican la conexión entre inv, 
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1. CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
Las cepas bacterianas y los plásmidos usados en este trabajo así como 
sus características más relevantes están descritas en las Tablas 3 y 4, 
respectivamente (Anexo I).  
La presencia o ausencia del plásmido de virulencia pYV en las cepas de 
Y. enterocolitica se determinó, en primer lugar, comprobando si las bacterias 
autoaglutinaban tras crecer en medio RPMI1640 sin rojo fenol (Labclinics) a 
37ºC (213). Las bacterias que poseen el pYV autoaglutinan debido a que 
expresan la proteína YadA. La presencia de pYV también se comprobó 
creciendo las bacterias en el medio Rojo Congo-oxalato magnésico (30% TSB, 
15% agar, 2% galactosa, 0.05% Rojo Congo, 4.06% cloruro magnésico, 2.65% 
oxalato sódico) (299) a 37oC. En este medio, las colonias del género Yersinia 
que poseen el plásmido de virulencia forman pequeñas colonias rojas ya que la 
expresión de las Yops retrasa el crecimiento de la bacteria y la superficie de la 
misma capta el colorante Rojo Congo (299). En algunas ocasiones, la 
presencia del plásmido pYV también se comprobó mediante PCR a partir de 
colonia usando las parejas de cebadores YadAgenf y YadAgenr, o YadAPf y 
YadAPr (Tabla 2, Anexo I) específicas para el gen yadA. 
 
 
1.1. Medios y condiciones de cultivo 
Las cepas de Y. enterocolitica y de E. coli se crecieron en medio LB 
(Luria-Bertani) o LB agar (LB con 1.5% de agar bacteriológico), a 21ºC 
temperatura ambiente) o a 37ºC. Los cultivos en medios líquidos se realizaron 
en agitación a 180 rpm tanto a temperatura ambiente como a 37ºC.  
En la Tabla 1 se indica la composición de los medios de cultivo 
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Tabla 1. Medios de cultivo y composición. 
Medios de cultivo 
LB (Scharlau Microbiology) 
Composición: 10 g peptona tríptica de caseína, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl, 
por litro. 
El medio LB0 tiene la misma composición que el medio LB, pero sin NaCl. 
Añadir 15 g de agar bacteriológico por litro para LB agar o LB0 agar. 
CIN agar (OXOID) 
Medio comercial para el crecimiento selectivo de Y. enterocolitica en medio sólido. Se 
usa junto con el Suplemento Selectivo de Yersinia (Oxoid) según las indicaciones de la 
casa comercial.  
Medio de motilidad 
Composición: 0,3% de agar bacteriológico, 1% de triptona. 
Medio de secreción de Yops (TSBox) 
Consiste en medio TSB (Tryptic soy broth) complementado con 20 mM oxalato sódico 
y 20 mM cloruro magnésico, de manera que el calcio está quelado.  
 
 
Cuando fue necesario, se añadieron antibióticos a los distintos medios 
de cultivo a partir de una solución concentrada conservada a –20ºC.  
- Ampicilina (Ap): Utilizada a una concentración final de 50 µg/ml en los 
cultivos de E. coli. En el caso de Y. enterocolitica, se usó a una 
concentración final de 50 µg/ml, en los cultivos en medio líquido, y de 
100 µg/ml, en los cultivos en medio sólido.  
- Kanamicina (Km): Utilizada a una concentración final de 50 µg/ml en los 
cultivos de E. coli. En el caso de Y. enterocolitica, se usó a una 
concentración final de 50 µg/ml, en los cultivos en medio líquido, y de 
100 µg/ml, en los cultivos en medio sólido.  
- Cloranfenicol (Cm): Utilizado a una concentración final de 25 µg/ml.  
- Tetraciclina (Tc): Utilizada a una concentración final de 12.5 µg/ml.  
- Estreptomicina (Sm): Utilizada a una concentración final de 100 µg/ml.  
- Trimetropina (Tp): Utilizada a una concentración final de 100 µg/ml.  
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2. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
Las técnicas de Biología Molecular empleadas en este trabajo se 
realizaron siguiendo protocolos ya descritos por Sambrook y colaboradores 
(319). El ADN plasmídico fue purificado usando kits comerciales (QIAprep 
Spin Miniprep Kit y Qiagen plasmid Midi Kit de Qiagen, IllustraTM plasmidPrep 
Mini Spin Kit de GE Healthcare). Las reacciones de PCR se realizaron 
empleando la enzima GoTaq® Flexi ADN polimerasa (Promega) o la enzima 
Vent ADN polimerasa (New England Biolabs) en aquellos casos en los que fue 
necesaria una mayor fidelidad. Para la purificación de ADN, en solución o a 
partir de geles de agarosa, se usaron kits comerciales (QIAquick PCR 
Purification Kit  y QIAEX II Gel Extraction Kit de Qiagen, IllustraTM GFXTM PCR 
DNA and Gel Band Purification Kit de GE Healthcare). Las enzimas de 
restricción del ADN (Promega), y las enzimas T4 ADN ligasa, T4 quinasa, T4 
ADN polimerasa y el fragmento Klenow (New England Biolabs), se emplearon 
según las indicaciones de la casa comercial. 
 
2.1. Caracterización rápida del ADN plasmídico a partir de 
colonia 
 Para comprobar la presencia de un plásmido en una bacteria se empleó 
el método descrito por Beuken y colaboradores (35) que facilita la 
discriminación de plásmidos por su tamaño. Brevemente, se inocularon 800 µl 
de medio de cultivo en un tubo tipo Eppendorf con aproximadamente la mitad 
de una colonia. El cultivo creció 18 h en agitación (180 rpm) a la temperatura 
óptima de crecimiento de la bacteria. Posteriormente, se tomó una alícuota del 
cultivo (300 µl) y las bacterias se recogieron mediante centrifugación (17500 x 
g, 5 min). El precipitado se resuspendió en 40 µl de reactivo de tinción (0.1% 
azul de bromofenol, 6% sacarosa) a los que se añadieron 14 µl de una mezcla 
fenol:cloroformo (1:1). Las bacterias se lisaron mediante agitación empleando 
un agitador tipo vórtex. Las muestras se volvieron a centrifugar (17500 x g, 5 
min) con el fin de separar la fase acuosa de la fase orgánica. Finalmente se 
cargaron 10 µl de la fase acuosa (superior) en un gel de agarosa y el ADN de 
las muestras se separó mediante electroforesis. Como control, se procesó del 
mismo modo la cepa que contenía el plásmido de referencia.  
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2.2. Métodos de transferencia genética 
La introducción de plásmidos en las cepas de E. coli se realizó por 
transformación química o por electroporación. Por su parte, la introducción de 
plásmidos en las cepas de Y. enterocolitica se realizó por electroporación o por 
conjugación, biparental o triparental. 
 
2.2.1. Transformación química con cloruro cálcico    
Este método se usó para generar cepas de E. coli competentes para ser 
transformadas con ADN plasmídico. Para ello, 100 ml de medio LB con 20 mM 
MgSO4 se inocularon con 1 ml de un cultivo de E. coli en fase estacionaria 
crecido en LB (180 rpm, 16 h, 37ºC). Este cultivo se incubó a 37ºC con 
agitación (180 rpm) hasta que se alcanzó una DO600 de 0.4-0.6. Las células se 
recuperaron por centrifugación (2000 x g, 5 min, 4ºC) y se resuspendieron en 
0.4 volúmenes (respecto al cultivo inicial) de TFB1 frío (30 mM acetato 
potásico, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCl2, 15% (v/v) glicerol, pH 5.8). Las células 
se incubaron en hielo durante 5 minutos antes de ser recogidas de nuevo por 
centrifugación (2000 x g, 5 min, 4ºC). Las células se resuspendieron en un 
volumen 1/25 (respecto al cultivo inicial) de TFB2 frío (10 mM MOPS o PIPES, 
75 mM CaCl2, 10 mM RbCl, 15% (v/v) glicerol, pH 6.5) y se incubaron en hielo 
durante 60 min. Seguidamente se distribuyeron en alícuotas de 200 µl, que se 
congelaron rápidamente a -80ºC.  
La transformación de las células competentes de E. coli así preparadas 
se  realizó siguiendo un protocolo de choque térmico. Para ello se descongeló 
en hielo una alícuota de células competentes, a la que posteriormente se 
añadió el ADN plasmídico o el producto de la reacción de ligación con el que se 
deseaba transformar (800 ng ADN, máximo 10 µl). Luego, la mezcla se incubó 
en hielo durante 30 min y, a continuación, fue sometida a un choque térmico de 
90 s a 42ºC en un baño termostático. Seguidamente, se mantuvo en hielo 
durante 2 min y se añadieron 800 µl de medio SOC (composición por litro: 20 g 
triptona, 5 g extracto de levadura, 0.6 g NaCl, 0.19 g KCl, 2.03 g MgCl2, 2.46 g 
MgSO4, 3.6 g glucosa) (158), previamente atemperado a 37ºC. La mezcla se 
incubó a 37ºC durante 2 h, en agitación (180 rpm). Finalmente, las bacterias se 
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plaquearon en placas de LB agar que contenían los antibióticos apropiados 
para la selección de transformantes, y se incubaron a 37ºC durante 12-18 h.  
 
2.2.2. Transformación por electroporación 
La electroporación permite la captación de ADN mediante la 
permeabilización de las membranas provocada por una descarga eléctrica. 
(337). Para preparar las células electrocompetentes, tanto de Y. enterocolitica 
como de E. coli se siguió el protocolo descrito por Choi y Schweizer (80). 
Brevemente, se creció un cultivo bacteriano durante 16 h en 6 ml de medio LB 
en agitación (180 rpm) y a la temperatura óptima de crecimiento de la bacteria. 
A continuación, se distribuyó el cultivo en cuatro tubos tipo Eppendorf de 1.5 
ml y se centrifugaron (17500 x g, 2 min, temperatura ambiente). Las células se 
lavaron dos veces con 1 ml de una solución 300 mM de sacarosa, con el 
objetivo de reducir la fuerza iónica de la suspensión celular. Tras la última 
centrifugación, los cuatro precipitados se resuspendieron en 200 µl de 300 mM 
sacarosa. Para cada electroporación, se mezclaron 100 µl de células 
electrocompetentes junto con el ADN con el que se pretende transformar la 
bacteria (800 ng ADN, no más de 10 µl). Para la electroporación, se usó un 
electroporador modelo Gene Pulser Xcell II junto con el PC Module (Bio-Rad), 









Las células electrotransformadas se resuspendieron rápidamente en 800 
µl de SOC (Composición por litro: 20 g triptona, 5 g extracto de levadura, 0.6 g 
NaCl, 0.19 g KCl, 2.03 g MgCl2, 2.46 g MgSO4, 3.6 g glucosa) (158) y se 
transfirieron a un tubo tipo Eppendorf que se incubó 1-3 h en agitación (180 
rpm) a la temperatura adecuada en función de la cepa transformada o el 
plásmido introducido.  
Tipo de pulso: Caída exponencial 
Capacitancia: 25 µF 
Resistencia:  200 Ω 
Voltaje de descarga: 2,5 kV 
Fuerza del campo eléctrico aplicado: 10-20 kV/cm 
Duración del pulso: ~ 5 ms 
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2.2.3. Conjugación en medio sólido 
En ocasiones, aquellos plásmidos que contienen la región mob se 
introdujeron en Y. enterocolitica mediante conjugación, biparental o triparental. 
Esta última se empleó en aquellos casos en los que la cepa donadora de E. coli 
no expresaba la región tra. La cepa HB101 transformada con el plásmido 
pRK2013, confiere las funciones de transferencia y la formación del pili 
conjugativo en las conjugaciones triparentales.  
Las cepas donadoras se crecieron en LB a 37ºC sin agitación y la cepa 
receptora (Y. enterocolitica O:8) en LB a 21ºC con agitación durante 16 h. Las 
bacterias se recogieron por centrifugación (2000 x g, 20 min, 4ºC), se lavaron 
con 5 ml de una solución 10 mM MgSO4 y se resuspendieron en 500 µl de 10 
mM MgSO4. A continuación, se plaquearon 100 µl de cada una de las cepas 
que intervienen en la conjugación en una placa de LB. En las conjugaciones 
triparentales, la cepa HB101 se plaqueó en primer lugar y la cepa receptora de 
Y. enterocolitica siempre fue la última en plaquearse. Tras incubar las placas  
16 h a temperatura ambiente, se recogió el césped bacteriano con 1 ml de PBS 
y se realizaron diluciones seriadas que se plaquearon en CIN-agar (Oxoid) con 

























3. CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS Y CEPAS  
Los cebadores utilizados en reacciones de PCR para la construcción de 
los plásmidos así como las cepas y los plásmidos utilizados en este trabajo 
están descritos en las Tablas 2, 3 y 4, respectivamente (Anexo I). 
 
3.1. Construcción de cepas mutantes de Y. enterocolitica O:8 
8081 
3.1.1.  Construcción de los mutantes YeO8::pKNOCK-FlhDC y YeO8-R:: 
pKNOCK-FlhDC mediante mutagénesis dirigida por recombinación en un 
punto 
La obtención de mutantes de YeO8 y YeO8-R en el operón flhDC por 
recombinación en un punto se realizó usando el vector suicida pKNOCK-
FlhDC (9, 25). Dicho vector tiene clonado un fragmento interno de la región 
codificante del operón flhDC. La replicación del vector pKNOCK requiere la 
proteína Pi y confiere resistencia al cloranfenicol. El plásmido pKNOCK-FlhDC 
se transfirió por conjugación a YeO8 y YeO8-R (apartado 2.2.3.). La selección 
de mutantes se realizó plaqueando las conjugaciones en placas de LB con 
Cm. La recombinación en un punto genera dos copias truncadas del gen a 
mutar en el genoma bacteriano (Figura 13). La correcta inserción del 













Figura 13. Esquema de la recombinación en un punto usando el vector suicida pKNOCK. 
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3.1.2. Construcción de los mutantes ∆sspABGB, ∆manCKm, ∆sspBKm, 
∆clpXKm, ∆clpXPKm y ∆flhDC por mutagénesis dirigida mediante doble 
recombinación  
 
3.1.2.1. Construcción del vector suicida pKNG∆sspABGB 
El operón sspAB se amplificó mediante PCR utilizando como molde el 
ADN de Y. enterocolitica O:8 8081, la polimerasa Vent y los cebadores 
YeO8SspAmutf y YeO8SspAmutr. Los cebadores se diseñaron a partir del 
genoma secuenciado de Y. enterocolitica O:8 8081 (Wellcome Trust Sanger 
Institute; www.sanger.ac.uk/Projects/Yenterocolitica/). El fragmento de PCR 
obtenido (1800 pb) se purificó a partir de un gel de agarosa, se trató con la T4 
polinucleótido quinasa y se clonó en el vector pEL (26), previamente digerido 
con SmaI y tratado con fosfatasa antártica. De esta manera se generó el 
plásmido pELsspAB que se transformó en E. coli C600.  
El plásmido pUC-4K se digirió con EcoRI escindiendo un fragmento de 
1400 pb, correspondiente a un casete de resistencia a kanamicina (Gene 
Block, GB) que se purificó a partir de un gel de agarosa. Este casete se clonó 
en el plásmido pELsspAB, digerido con EcoRI y tratado con fosfatasa antártica, 
obteniéndose el plásmido pELsspABGB, que se transformó en E. coli C600. 
El plásmido  pELsspABGB se digirió con PvuII generándose un 
fragmento de 3 kb que contenía el alelo ∆sspAB::GB. Este fragmento se 
purificó a partir de un gel de agarosa y se clonó en el vector suicida pKNG101 
(193) digerido con SmaI, obteniéndose pKNG-∆sspABGB, que se transformó 
en E. coli S17-1λpir.  
 
3.1.2.2. Construcción de los vectores suicidas pKNG-∆manCKm, 
pKNG-∆sspBKm, pKNG-∆clpXKm y pKNG-∆clpXPKm 
La construcción de mutantes de YeO8 en los genes manC, sspB, clpX y 















































Figura 14. Esquema de la construcción de los vectores suicidas para la 
obtención de mutantes por doble recombinación. 
B. Clonación del casete de resistencia a Km 
C. Clonación en pKNG101 PCR con el cebador A directo y el 











Ligación en sitio SmaI del vector 
suicida pKNG101   
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En primer lugar, se amplificaron por PCR los fragmentos 
correspondientes a ambos extremos del gen a mutar, utilizando como molde el 
ADN de Y. enterocolitica O:8 8081, la polimerasa GoTaq® Flexi y las parejas de 
cebadores denominados DELTAmancUpF/DEltamancUpR y 
DEltamancdownF/DeltamancdownR para el mutante ∆manC; UpsspBF/ 
UpsspBR y DownSSpBF/DownSSpBR para el mutante ∆sspB; 
UpclpXF/UpClpxR y DownClpXF/DownClpxR para el mutante ∆clpX; y 
UpclpXF/UpClpxR y DownClpPF/DownClpPR para el mutante ∆clpXP. Los 
cebadores se diseñaron a partir del genoma secuenciado de Y. enterocolitica 
O:8 8081 (Wellcome Trust Sanger Institute; 
www.sanger.ac.uk/Projects/Yenterocolitica/). Para cada mutante, los cebadores 
inverso, de la primera pareja de cebadores, y directo, de la segunda pareja de 
cebadores, fueron diseñados de manera que en su extremo 5’ incluían la diana 
de la enzima de restricción BamHI. Los dos fragmentos de PCR obtenidos para 
la construcción de cada uno de los mutantes, se purificaron a partir de un gel 
de agarosa y se digirieron con BamHI. A continuación, uno, de los dos 
fragmentos se defosforiló con la enzima fosfatasa antártica, tras lo cual ambos 
fragmentos se purificaron y se ligaron. El fragmento de ADN obtenido a partir 
de la ligación anterior se usó como molde para una reacción de PCR 
empleando una mezcla de las polimerasas Vent (0.2 u/reacción) y GoTaq® 
Flexi (2.5 u/reacción) y los cebadores DELTAmancUpF y DeltamancdownR 
para el mutante ∆manC; UpsspBF y DownSSpBR para el mutante ∆sspB; 
UpclpXF y DownClpxR para el mutante ∆clpX; y UpclpXF y DownClpPR para el 
mutante ∆clpXP. Los fragmentos de PCR obtenidos (1569 pb para ∆manC, 393 
pb para ∆sspB, 739 pb para ∆clpX y 617 pb para ∆clpXP) se clonaron en el 
vector pGEM-T Easy (Promega), generándose pGEMT-∆manC, pGEMT-
∆sspB, pGEMT-∆clpX y pGEMT-∆clpXP, respectivamente, y se transformaron 
en E. coli C600. 
El plásmido pKD4 (100) contiene un casete que confiere resistencia a 
Km flanqueado por las secuencias FRT (“FLP recognition target”). La secuencia 
FRT es la diana de la recombinasa de levadura FLP y puede usarse para 
eliminar el casete de Km del cromosoma bacteriano, una vez obtenido el 
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mutante por doble recombinación homóloga. El casete de resistencia a Km se 
obtuvo mediante PCR usando como molde el plásmido pKD4, con la 
polimerasa Vent y los cebadores cassette-F1 y cassette-R1, que contienen la 
diana de la enzima de restricción BamHI. A continuación, el producto de PCR 
se purificó por columna y se digirió con BamHI. 
El casete de resistencia a Km obtenido se clonó en los plásmidos 
pGEMT-∆manC, pGEMT-∆sspB, pGEMT-∆clpX y pGEMT-∆clpXP, previamante 
digeridos con BamHI y desfosforilados. De esta manera se generaron los 
plásmidos pGEMT-∆manCKm, pGEMT-∆sspBKm, pGEMT-∆clpXKm y pGEMT-
∆clpXPKm, que se transformaron en E. coli C600. Se comprobó la orientación 
del casete de resistencia a Km clonado mediante PCR con los cebadores K1 
Wanner, K2 Wanner o Kt Wanner, los cuales hibridan en diferentes puntos del 
casete de Km (100), en combinación con los cebadores usados en la 
amplificación de los fragmentos respectivos de los genes a mutar. 
 Finalmente, los plásmidos pGEMT-∆manCKm, pGEMT-∆sspBKm, 
pGEMT-∆clpXKm y pGEMT-∆clpXPKm se usaron como molde en reacciones 
de PCR con la polimerasa Vent y las parejas de cebadores DELTAmancUpF y 
DeltamancdownR para el mutante ∆manC; UpsspBF y DownSSpBR para el 
mutante ∆sspB; UpclpXF y DownClpxR para el mutante ∆clpX; y UpclpXF y 
DownClpPR para el mutante ∆clpXP. Los fragmentos de PCR obtenidos (3.1 kb 
para ∆manC, 1.9 kb para ∆sspB, 2.2 kb para ∆clpX y 2.1 kb para ∆clpXP), se 
purificaron a partir de un gel de agarosa y se clonaron en el vector suicida 
pKNG101 (193) digerido con SmaI, obteniéndose pKNG-∆manCKm, pKNG-
∆sspBKm, pKNG-∆clpXKm y pKNG-∆clpXPKm. Dichos vectores se 
transformaron en E. coli S17-1λpir.  
 
3.1.2.3. Obtención de los mutantes YeO8-∆sspABGB, YeO8-
∆manCKm, YeO8-∆sspBKm, YeO8-∆clpXKm y YeO8-∆clpXPKm 
El vector pKNG101 es un plásmido conjugativo que contiene un origen 
de replicación R6K, el gen sacB y un gen que confiere resistencia a Sm (193). 
Este plásmido no puede replicar en Yersinia ya que este género bacteriano no 
expresa la proteína Pi necesaria para la replicación del mismo. Por 
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consiguiente, la única manera de obtener bacterias resistentes a la 
estreptomicina es que el vector se integre mediante recombinación homóloga 
en el cromosoma bacteriano. Por otra parte, el gen sacB facilita la selección de 
aquellas bacterias que hayan perdido el plásmido tras una segunda 
recombinación homóloga. La enzima SacB hidroliza la sacarosa, lo que genera 
compuestos tóxicos para las bacterias Gram negativas. Por tanto, la pérdida 
del vector suicida es necesaria para el crecimiento de Y. enterocolitica O:8 en 
presencia de sacarosa.  
En primer lugar se movilizaron los vectores suicidas anteriormente 
obtenidos por conjugación a Y. enterocolitica O:8, tal y como se describe en el 
apartado 2.2.3. Para seleccionar los merodiploides, se plaquearon diluciones 
seriadas de la conjugación en CIN-agar (Oxoid) con 100 µg/ml Sm y 100 µg/ml 
Km.  
Los merodiploides se crecieron en LB a 21ºC con agitación durante 16 h 
y se realizaron diluciones seriadas que se plaquearon en LB agar sin NaCl 
(LB0) y con 10% de sacarosa. Las placas se incubaron a temperatura ambiente 
durante 2 días. De las colonias que crecieron se seleccionaron aquellas que no 
crecían en Sm y sí en Km, lo que indicó la pérdida del vector suicida. La 
sustitución del alelo silvestre por el mutado se comprobó mediante PCR y 
Southern Blot. En el caso del mutante ∆manC, se confirmó la presencia de un 
LPS rugoso mediante DOC-PAGE seguido de tinción de plata.  
 
3.1.2.4. Obtención de los mutantes YeO8-∆manC y YeO8-∆clpX  
Para eliminar el casete de resistencia a Km en los mutantes YeO8-
∆manCKm y YeO8-∆clpXKm se les introdujo mediante electroporación el 
plásmido pCP20 que confiere resistencia a Ap y Cm, con un origen de 
replicación sensible a la temperatura y codifica la recombinasa FLP, cuya 
síntesis es inducible por temperatura (77, 100). Una vez transformadas, las 
células se incubaron durante 2 h a 26ºC en agitación (180 rpm), se plaquearon 
en LB agar con Cm, y se incubaron durante 2 días a 30ºC. Estas condiciones 
favorecen el crecimiento de las bacterias que contienen el plásmido pCP20 así 
como la expresión de la recombinasa FLP. De las colonias que crecieron, se 
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seleccionó una, se diluyó en 500 µl de PBS y se realizaron diluciones seriadas 
que se plaquearon en LB agar a 42ºC para favorecer la pérdida de pCP20. La 
pérdida del casete de Km en las colonias crecidas se comprobó por PCR, 
obteniéndose los mutantes YeO8-∆manC y YeO8-∆clpX. 
 
3.1.2.5. Obtención del mutante YeO8-∆flhDC 
Para obtener el mutante YeO8-∆flhDC se usó el plásmido pGY22 
descrito previamente (405), el cual contiene un fragmento de 500 pb del operón 
flhDC clonado en el vector suicida pEP185.2. Dicho vector es un plásmido 
conjugativo que contiene un origen de replicación R6K y confiere resistencia al 
cloranfenicol (203). Al igual que pKNG101, este plásmido no puede replicar en 
Yersinia ya que este género bacteriano no expresa la proteína Pi necesaria 
para la replicación del mismo. Por consiguiente, la única manera de obtener 
bacterias resistentes a Cm es que el vector se integre mediante recombinación 
homóloga en el cromosoma bacteriano. Por otra parte, para facilitar la 
selección de aquellas bacterias que hayan perdido el plásmido tras una 
segunda recombinación, se usó un sistema de selección basado en el 
enriquecimiento de cicloserina. La cicloserina sólo elimina las bacterias que 
están creciendo puesto que inhibe enzimas implicadas en la biosítesis de la 
pared celular, mientras que el cloranfenicol es un antibiótico bacteriostático. 
Aquellas bacterias que pierdan el vector suicida serán sensibles a Cm y no 
crecerán en medio LB con cloranfenicol, mientras que aquellas que no pierdan 
el vector suicida crecerán y serán, por tanto, eliminadas por la acción de la 
cicloserina. 
El vector suicida pGY22 se movilizó por conjugación a Y. enterocolitica 
O:8 (apartado 2.2.3.). Para seleccionar los merodiploides, se plaquearon 
diluciones seriadas del producto final de la conjugación en CIN-agar (Oxoid) 
con Cm. Los transconjugantes se crecieron en LB a 21ºC con agitación (180 
rpm) durante 3-5 días, refrescando el cultivo a diario. Transcurrido ese tiempo, 
se inocularon 10 ml de LB conteniendo 10 µg/ml de Cm con 250 µl del cultivo, y 
se dejó crecer hasta alcanzar una DO600 de 0.2. A continuación, se añadió 1 ml 
de una solución de cicloserina (25 mg/ml) y se incubó el cultivo durante 3 h a 
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temperatura ambiente. Durante ese período de incubación, sólo aquellas 
bacterias en las que se hubiera dado una doble recombinación pudieron 
sobrevivir. Los recombinantes con un solo evento de recombinación fueron 
eliminados debido a que fueron sensibles a la cicloserina. Finalmente, las 
células se centrifugaron, se lavaron una vez con PBS y se resuspendieron en 
10 ml de PBS. Se realizaron diluciones seriadas en PBS que se plaquearon en 
LB agar. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 días. De 
las colonias que crecieron se seleccionaron aquellas que no crecían en Cm, lo 
que indicó la pérdida del vector suicida. La sustitución del alelo silvestre por el 
mutado se comprobó mediante PCR y Southern Blot. 
  
3.1.2.6. Obtención de los dobles mutantes YeO8-∆sspABGB-∆flhDC, 
YeO8-∆flhDC-∆manC, YeO8-∆flhDC-∆clpX y YeO8-∆clpX-∆sspABGB 
Para la construcción del doble mutante YeO8-∆sspABGB-∆flhDC, la 
cepa YeO8-∆sspABGB se conjugó con la cepa de E. coli λpir transformada con 
el plásmido pGY22 (405). Una vez obtenido el merodiploide YeO8-
∆sspABGB::pGY22, se siguió el protocolo descrito en el apartado 3.1.2.5., para 
obtener el mutante doble.  
Para la construcción de los dobles mutantes YeO8-∆flhDC-∆manCKm y 
YeO8-∆flhDC-∆clpXKm, la cepa YeO8-∆flhDC se conjugó con la cepa de E. coli 
λpir transformada con los plásmidos pKNG-∆manCKm y pKNG-∆clpXKm, 
respectivamente. Una vez obtenidos los merodiploides YeO8-∆flhDC::pKNG-
∆manCKm y YeO8-∆flhDC::pKNG-∆clpXKm, se siguió el protocolo descrito en 
el apartado 3.1.2.3., para obtener los respectivos mutantes por doble 
recombinación. Para eliminar el casete de Km de los mutantes YeO8-∆flhDC-
∆manCKm y YeO8-∆flhDC-∆clpXKm, se siguió el protocolo descrito en el 
apartado 3.1.2.4. La pérdida del casete de Km se comprobó por PCR.  
Para la construcción del doble mutante YeO8-∆clpX-∆sspABGB, la cepa 
YeO8-∆clpX se conjugó con la cepa de E. coli λpir transformada con el 
plásmido pKNG-∆sspABGB. Una vez obtenido el merodiploide YeO8-∆clpX:: 
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pKNG-∆sspABGB, se siguió el protocolo descrito en el apartado 3.1.2.3., para 
obtener el mutante doble. 
 
3.2. Construcción de plásmidos para complementar las 
mutaciones en los genes u operones sspAB, sspB, clpX y 
clpXP 
Los genes u operones sspAB, sspB, clpX y clpXP junto con sus regiones 
adyacentes, incluyendo la región promotora, se amplificaron mediante PCR 
utilizando como molde el ADN de Y. enterocolitica O:8 8081, la polimerasa Vent 
y las parejas de cebadores YeO8SspAmutf y YeO8SspAmutr para amplificar 
sspAB; SSpBcomF y SSpBcomR para amplificar sspB, y ClpXPcomF y 
ClpXPcomR para amplificar clpXP. Los fragmentos de PCR obtenidos (1.8 kb 
para sspAB, 0.9 kb para sspB y 2.6 kb para clpXP) se purificaron a partir de un 
gel de agarosa. Los fragmentos de sspAB y sspB se fosforilaron empleando T4 
polinucleótido quinasa y se clonaron en el plásmido de medio número de copia 
pTM100 (244), previamente digerido con ScaI, obteniéndose los plásmidos 
pTMsspAB y pTMsspB, respectivamente. Todos los fragmentos clonados 
fueron secuenciados para comprobar que no se habían introducido errores 
durante la amplificación. Los plásmidos se electroporaron en E. coli C600. En 
estos plásmidos cada gen está bajo el control de su propio promotor. Estos 
plásmidos se introdujeron en las distintas cepas de Yersinia, mediante 
electroporación o conjugación con ayuda de la cepa de E. coli 
HB101/pRK2013. 
Por otra parte, el fragmento de PCR clpXP purificado se digirió con las 
enzimas de restricción EcoRI y XbaI y se clonó en el plásmido de medio 
número de copia pBAD30 (154) digerido con EcoRI y XbaI, obteniéndose el 
plásmido pBADclpXP. El fragmento clonado se secuenció para comprobar que 
no se habían introducido errores durante la amplificación. En este plásmido el 
operón clpXP está bajo el control de su propio promotor. Dicho plásmido se 
electroporó en E. coli C600 y se introdujo en las distintas cepas de Yersinia por 
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electroporación. Este plásmido se empleó para complementar tanto la mutación 
del gen clpX como la mutación del operón clpXP.  
 
3.3. Construcción de un plásmido para sobreexpresar el gen 
hns. 
El gen hns se amplificó mediante PCR utilizando como molde el ADN de 
Y. enterocolitica O:8 8081, la polimerasa Vent y los cebadores denominados  
YeO8H-NSF y YeO8H-NSR. El fragmento de PCR (687 bp) se purificó a partir 
de un gel de agarosa, se digirió con EcoRI y KpnI, y se clonó en el plásmido 
pBAD30 (154) digerido con EcoRI y KpnI, obteniéndose el plásmido 
pBAD30hns. El fragmento clonado se secuenció para comprobar que no se 
habían introducido errores durante la amplificación. 
 
4. CONSTRUCCION DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES 
 
4.1. Construcción de las fusiones transcripcionales PvirF::cat y 
PyopE::cat 
Las regiones promotoras de los genes virF y yopE se amplificaron 
mediante  PCR utilizando como molde el ADN de Y. enterocolitica O:8 8081, la 
polimerasa Vent y las parejas de cebadores virfPf/virfPr y YopEPf/YopEPr, 
respectivamente. Los cebadores se diseñaron a partir del genoma secuenciado 
de Y. enterocolitica O:8 8081 (Wellcome Trust Sanger Institute; 
www.sanger.ac.uk/Projects/Y_enterocolitica/). Los fragmentos de PCR 
obtenidos (342 pb para la región promotora de virF, 442 pb para la región 
promotora de yopE) se purificaron a partir de un gel de agarosa, se digirieron 
con BamHI y HindIII, y se clonaron en el plásmido pKK232.8 (Amersham 
Pharmacia Biotech), digerido con BamHI y HindIII para generar pKKPvirF y 
pKKPyopE, que contienen las fusiones transcripcionales PvirF::cat y PyopE::cat, 
respectivamente. pKKPvirF contiene el gen cat sin su propio promotor. Los 
fragmentos clonados se secuenciaron para comprobar que no se habían 
introducido errores durante la amplificación. 
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4.2. Construcción de la fusión transcripcional Phns::lucFF 
La región promotora del gen hns se amplificó por PCR utilizando como 
molde el ADN de Y. enterocolitica O:8 8081, la polimerasa Vent y los 
cebadores ProHNSF y ProHNSRr. Los cebadores se diseñaron a partir del 
genoma secuenciado de Y. enterocolitica O:8 8081 (Wellcome Trust Sanger 
Institute; www.sanger.ac.uk/Projects/Y_enterocolitica/). El fragmento de PCR 
obtenido (917 pb) se purificó a partir de un gel de agarosa, se digirió con 
EcoRI, y se clonó en el plásmido pGPL01 (153) digerido con EcoRI y SmaI 
para generar pGPLYeProhns, que contiene la fusión transcripcional Phns::lucFF. 
pGPL01 contiene el gen lucFF sin su propio promotor y un origen de replicación 
R6K (153). El fragmento clonado se secuenció para comprobar que no se 
habían introducido errores durante la amplificación. Un fragmento de ADN 
obtenido mediante digestión del plásmido pGPLYeProhns con PstI y HindIII, 
conteniendo la fusión transcripcional Phns::lucFF, se clonó en el plásmido 
pUC18 (399) digerido con PstI y HindIII para obtener pUCYeProhns.  
 
4.3. Construcción de la fusión transcripcional ProvA::lucFF  
La región promotora del gen rovA se amplificó mediante PCR utilizando 
como molde el ADN de Y. enterocolitica O:8 8081, la polimerasa Vent y los 
cebadores YeO8ProvAf y YeO8ProvAr. Los cebadores se diseñaron a partir del 
genoma secuenciado de Y. enterocolitica O:8 8081 (Wellcome Trust Sanger 
Institute; www.sanger.ac.uk/Projects/Y_enterocolitica/). El fragmento de PCR 
obtenido (1078 pb) se purificó a partir de un gel de agarosa y se clonó en el 
plásmido pUC18 (399) digerido con HincII para obtener pUCProvA. El 
fragmento clonado se secuenció para comprobar que no se habían introducido 
errores durante la amplificación. A continuación, el gen lucFF se amplificó 
mediante PCR utilizando como molde el plásmido pRV34 (Venho R. y Skurnik 
M, construcción no publicada), la polimerasa Vent y los cebadores BCCP-1 y  
BCCP-2. El fragmento de PCR obtenido (1.4 kb) se purificó a partir de un gel 
de agarosa y se clonó en pUCProvA, previamente digerido con KpnI y tratado 
con el fragmento Klenow, para obtener pUCProvAlucFF, que contiene la fusión 
transcripcional ProvA::lucFF. Finalmente, el fragmento ProvAlucFF se amplificó 
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por PCR utilizando como molde el plásmido pUCProvAlucFF, la polimerasa 
Vent y los cebadores YeO8ProvAf y BCCP-2.  El fragmento de PCR obtenido 
(2.5 kb) se purificó a partir de un gel de agarosa, se fosforiló con la T4 
polinucleótido quinasa y se clonó en el sitio EcoRV del plásmido suicida pRV1 
(399) para obtener pRVProvAlucFF. 
 
4.4. Construcción de las fusiones transcripcionales PsspA::lucFF 
y PclpP::lucFF  
Las regiones promotoras de los operones sspAB y clpXP se amplificaron 
mediante PCR utilizando como molde el ADN de Y. enterocolitica O:8 8081, la 
polimerasa Vent y las parejas de cebadores PsspAF/PsspAR y 
ProClpPF/ProClpPR, respectivamente. Los cebadores se diseñaron a partir del 
genoma secuenciado de Y. enterocolitica O:8 8081 (Wellcome Trust Sanger 
Institute; www.sanger.ac.uk/Projects/Y_enterocolitica/). Los fragmentos de PCR 
obtenidos (579 pb para la región promotora de sspAB y 603 pb para la región 
promotora de clpXP) se purificaron a partir de un gel de agarosa, se digirieron 
con EcoRI, y se clonaron en el plásmido pGPL01Tp digerido con EcoRI y SmaI 
para obtener pGPLTpPclpP y pGPLTpPsspA, que contienen las fusiones 
transcripcionales PsspA::lucFF y PclpP::lucFF, respectivamente. pGPL01Tp es un 
derivado del plásmido pGPL01 (153) en el que se clonó un casete que confiere 
resistencia a trimetropina, obtenido mediante digestión con PstI del plasposón 
p34S-Tp (110), en el sitio PstI del gen de la β-lactamasa de pGPL01. 
pGPL01Tp confiere únicamente resistencia a trimetropina. Las regiones 
promotoras clonadas se secuenciaron para comprobar que no se habían 
introducido errores durante la amplificación. 
 
4.5. Construcción de la fusiones transcripcionales PsspA::gfp y 
PclpP::gfp 
Las regiones promotoras de los operones sspAB y clpXP se amplificaron 
mediante PCR utilizando como molde el ADN de Y. enterocolitica O:8 8081, la 
polimerasa Vent y las parejas de cebadores PsspAF/PsspAR y 
ProClpPF/ProClpPR, respectivamente. Los cebadores se diseñaron a partir del 
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genoma secuenciado de Y. enterocolitica O:8 8081 (Wellcome Trust Sanger 
Institute; www.sanger.ac.uk/Projects/Y_enterocolitica/). Los fragmentos de PCR 
obtenidos (579 pb para la región promotora de sspAB y 603 pb para la región 
promotora de clpXP) se purificaron a partir de un gel de agarosa, se digirieron 
con EcoRI y se clonaron en el plásmido pPROBE’-gfp[LVA] digerido con EcoRI-
SmaI (251) para obtener pPROBEProsspA y pPROBEProclpP, que contienen 
las fusiones transcripcionales PsspA::gfp  y PclpP::gfp. Los fragmentos clonados 
se secuenciaron para comprobar que no se habían introducido errores durante 
la amplificación. 
 
5. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CLORANFENICOL 
ACETILTRANSFERASA 
La determinación de la actividad cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) se 
realizó según el protocolo descrito por Fournier y colaboradores (134). Para la 
preparación de la muestra, las cepas indicadoras con la construcción PvirF::cat 
se crecieron en medio TSB, mientras que las cepas indicadoras con la 
construcción PyopE::cat se crecieron en medio TSBox. En todos los casos, las 
cepas se incubaron a 21ºC durante 16 h con agitación. A continuación, los 
cultivos se diluyeron en TSB o TSBox (1:15) y se crecieron a 21ºC durante 2.5 
h, con agitación. Seguidamente, los cultivos se crecieron a 37ºC durante 1.5 h, 
con agitación. Tras medir la DO540 de los cultivos, las bacterias se recogieron 
por centrifugación (17500 x g, 15 min, 4oC), se lavaron con 1 ml de solución 1 
M Tris-HCl (pH 8) y finalmente se resuspendieron en 800 µl de 1 M Tris-HCl 
(pH 8). Las muestras se sonicaron a 4ºC (4 ciclos de 30 s de sonicación y 30 s 
de reposo) empleando un sonicador (BRANSON Digital sonifier) con la 
micropunta de 1/8” de diámetro y usando una amplitud del 10%. Los restos 
celulares se precipitaron por centrifugación (17500 x g, 5 min, 4oC) y los 
sobrenadantes se guardaron para medir la actividad CAT.  
Previo a la medida de la actividad CAT, se determinó la concentración 
de proteínas presentes en los sobrenadantes. Para ello se siguió un protocolo 
basado en el método descrito por Bradford, según el cual las proteínas 
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presentan afinidad por el azul de Coomassie (54). Se preparó un banco de 
diluciones patrón con diferentes concentraciones de BSA (PIERCE) en 1 ml de 
agua. Por otra parte, se diluyó un determinado volumen de muestra en 1 ml de 
agua. A continuación se añadió 1 ml de una mezcla 1:1 de Coomassie Protein 
Assay Reagent (PIERCE):Agua a todas las preparaciones (patrón y muestras) 
y se mezclaron usando un agitador tipo vórtex. Finalmente, la absorbancia de 
las muestras se midió a una longitud de onda de 595 nm utilizando un 
espectrofotómetro (Ultrospec 500 pro, Biochrom). 
Para la medición de la actividad CAT, se dispusieron 100 µl de 
sobrenadante (aprox. 30 µg de proteína) en un tubo tipo Eppendorf y se 
añadieron 1 ml de reactivo (1 ml de DNTB [4 mg/ml en 1 M Tris-HCl, pH 8],  
200 µl de 5 mM AcetilCoA y 9 ml de agua) y 11 µl de 10 mM Cm. Tras agitar la 
mezcla, se midió la DO412 a los 5 s y 65 s. Los resultados de la actividad CAT 
se expresaron como unidades de enzima por µg de proteína
 
y se calcularon 
utilizando la siguiente fórmula:  
 
               DO412 65 s – DO412 5 s 
      Actividad CAT =   
               13.6  x µg de proteína 
 
 
Las medidas se realizaron por duplicado en tres ocasiones  
independientes. 
 
6. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA 
Para analizar la traducción de inv, se usó la construcción previamente 
descrita por Pepe y colaboradores (278), en la que se mide la actividad 
fosfatasa alcalina en cepas indicadoras portadoras de la construcción inv::phoA 
(278), y se utilizó el protocolo descrito por Manoil y colaboradores (230). Las 
bacterias se crecieron en LB a 21ºC durante 16 h. A continuación, tras medir la 
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DO600, los cultivos se dejaron enfriar en hielo durante 10 min. Se recogió 1 ml 
de la suspensión bacteriana en un tubo tipo Eppendorf® y se centrifugó (17500 
x g, 3 min, 4ºC). Las bacterias se lavaron con 1 ml de una solución 10 mM Tris-
HCl y 10 mM MgSO4 (pH 8) y se resuspendieron en 1 ml de una solución 1 M 
Tris-HCl (pH 8). A continuación, se mezclaron 200 µl de esta suspensión 
bacteriana con 800 µl de una solución 1 M TrisHCl (pH 8), se añadieron 50 µl 
de una solución 0.1% SDS en agua y 50 µl de cloroformo. La mezcla se agitó 
empleando un agitador tipo vórtex durante 10 s y se incubó sin agitación 
durante 5 min a 37ºC. Se recogieron 825 µl de la fase superior de esta mezcla 
en otro tubo tipo Eppendorf®, se añadieron 75 µl de una solución de p-
nitrofenilfosfato (0.4% de p-nitrofenilfosfato en 1 M Tris-HCl [pH 8]) y se agitó 
empleando un agitador tipo vórtex. Cuando la solución se volvió amarilla se 
anotó el tiempo transcurrido tras la adición de p-nitrofenilfosfato y se paró la 
reacción añadiendo 100 µl de una solución 1 M KH2PO4. Se midió la DO410 y la 
DO570. Los resultados se expresaron como unidades de enzima por DO600 y se 
calcularon utilizando la siguiente fórmula: 
 
                    1000 x (DO410 – 1.75 DO570) 
Actividad fosfatasa alcalina =     
                      t (min) x vol (ml) x DO600 
 
 
 t:       Tiempo que ha transcurrido hasta parar la reacción 
 vol: Volumen de muestra usada en el ensayo (0.2 ml) 
Las medidas se realizaron por duplicado en tres ocasiones  
independientes.  
 
7. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA 
Los niveles de expresión de los genes rovA, hns y de los operones 
flhDC, sspAB y clpXP de Y. enterocolitica se analizaron midiendo la actividad 
luciferasa en cepas indicadoras con fusiones transcripcionales entre la región 
promotora de los genes u operones correspondientes y el gen lucFF (apartados 
4.2, 4.3 y 4.4). Las cepas indicadoras se crecieron en LB durante 16 h con 
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agitación, a 21 ó 37ºC en función de la determinación a realizar. Los cultivos se 
refrescaron en las mismas condiciones de cultivo y se dejaron crecer hasta 
alcanzar una DO540 de 1.2 (aprox.). En ocasiones, se determinó la actividad 
luciferasa de un mismo cultivo a diferentes DO540. En todos los casos, se 
mezclaron 100 µl del cultivo bacteriano con 100 µl del sustrato de la luciferasa 
(1 mM D-luciferina [Synchem] en 100 mM citrato [pH 5]) e, inmediatamente, se 
midió la luminiscencia con un luminómetro (Hidex o Lumat LB 9507 de Berthold 
Technologies). Los resultados se expresaron como unidades relativas de luz 
(URL) por DO540 (URL/DO540). Las medidas se realizaron por duplicado en al 
menos tres ocasiones independientes.  
 
8. MEDIDA DE FLUORESCENCIA 
 La expresión de los operones sspAB y clpXP se analizó en cepas 
portadoras del plásmido con la fusión transcripcional entre la región promotora 
de dichos operones y el gen gfp (fusiones transcripcionales PsspA::gfp y 
PclpP::gfp, plásmidos pPROBEProsspA y pPROBEProclpP). Las cepas 
indicadoras se crecieron en LB durante 16 h con agitación, a 21ºC. Los cultivos 
se refrescaron en las mismas condiciones de cultivo y se dejaron crecer hasta 
alcanzar una densidad óptica DO540 de 1.2. Las células se recogieron mediante 
centrifugación (2000 x g, 20 min, 15ºC) y se resuspendieron en PBS a una 
DO540 de 0.6. Se transfirieron 800 µl de esta suspensión a una cubeta de 
fluorescencia de 1 cm. La fluorescencia se midió con un fluorímetro LS-50 
(Perkin-Elmer Ltd., Beaconsfield, Inglaterra) en el modo “Read” con una 
longitud de onda de excitación de 485 nm, de emisión de 528 nm y una ancho 
de rendija de 5 nm en ambos casos. Los resultados se expresaron como 
unidades relativas de fluorescencia (URF). Las medidas se realizaron por 
quintuplicado en tres ocasiones independientes. Las URFs de las cepas 
conteniendo el plásmido pPROBE’-gfp[LVA] se sustrajeron a las medidas 
obtenidas con los plásmidos pPROBEProsspA y pPROBEProclpP. 
 
 
  Material y Métodos 
77 
9. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE H-NS EN Y. enterocolitica 
Para el análisis de la expresión de H-NS, las cepas de Y. enterocolitica 
se crecieron en LB o en TSB, a 21 o a 37ºC, o bien en TSBox (medio con Ca2+ 
quelado) a 37ºC, en función del experimento. Todos los cultivos se crecieron 
durante 16 h y se refrescaron hasta alcanzar diferentes DO540, en función del 
experimento. En ese momento se realizaron diluciones seriadas del cultivo, que 
se plaquearon en LB agar con el antibiótico adecuado para determinar con 
exactitud el número de ufc por ml. Se centrifugaron 1.5 ml de la suspensión 
celular (17500 x g, 5 min, 4ºC) y el precipitado se resuspendió en un 
determinado volumen de tampón de carga 1X (10% glicerol, 2.5% β-
mercaptoetanol, 1% SDS, 0.01% azul de bromofenol en 62.5 mM Tris-HCl [pH 
6.8]). La cantidad de tampón de carga empleada varió entre 50 y 80 µl y se 
normalizó entre muestras según el número de u.f.c por ml. Las muestras se 
congelaron a -20ºC hasta su análisis mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE) y Western Blot usando anticuerpo anti-
HNS (apartado 14). 
 
10. SECRECIÓN DE Yops 
Las condiciones óptimas para la secreción de Yops al sobrenadante del 
medio de cultivo son: utilizar un medio de cultivo rico, una temperatura de 
crecimiento de 37ºC y total ausencia de iones calcio (164, 245). Para analizar 
la secreción de Yops, las bacterias se crecieron en LB a 21ºC durante 16 h. A 
continuación, el cultivo se diluyó 1:50 en 25 ml de medio TSBox en matraces 
de 100 ml de capacidad. El cultivo se creció durante 3 h a 21ºC con agitación 
(180 rpm). Transcurrido este tiempo, el cultivo se transfirió a 37ºC y se continuó 
la incubación en agitación (180 rpm) durante 3 h más. Al finalizar este período, 
se midió la DO540 alcanzada por el cultivo y se realizaron diluciones seriadas 
del mismo. Dichas diluciones se plaquearon en LB agar para determinar con 
exactitud el número de ufc por ml. Los cultivos se centrifugaron (2000 x g, 30 
min, 4ºC). Se tomaron 20 ml del sobrenadante que se repartieron en dos tubos 
de plástico de 15 ml (10 ml en cada tubo) y se añadieron lentamente 4.75 g de 
sulfato amónico a cada uno de ellos. Tras 16 h a 4ºC, los precipitados se 
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recogieron por centrifugación (2000 x g, 30 min, 4oC) y se lavaron con 1.5 ml 
de agua d.o.i.. Finalmente las proteínas se resuspendieron en tampón de carga 
1X (10% glicerol, 2.5% β-mercaptoetanol, 1% SDS, 0.01% azul de bromofenol 
en 62.5 mM Tris-HCl [pH 6.8]). La cantidad de tampón de carga empleada varió 
entre 50 y 80 µl y se normalizó entre muestras según el número de ufc por ml. 
Las muestras se congelaron a -20ºC hasta su análisis mediante SDS-PAGE 
seguido de tinción con Azul de Coomassie, que se realizó siguiendo el 
protocolo descrito en el apartado 11.  
Por otra parte, para poder analizar no sólo la secreción de Yops al medio 
extracelular sino también la cantidad de Yops presente en el citosol de la 
bacteria, se realizó el protocolo descrito anteriormente con las siguientes 
modificaciones:  
Las bacterias se crecieron en 2 ml de LB a 21ºC durante 16 h. A 
continuación se inocularon 600 µl del cultivo en 25 ml de medio TSBox, usando 
matraces de 100 ml de capacidad. El cultivo se creció durante 2 h a 21ºC con 
agitación (180 rpm). Transcurrido este tiempo, el cultivo se transfirió a 37ºC y 
se continuó la incubación durante 1 h en agitación (180 rpm). A continuación, 
se midió la DO540 del cultivo, se recogió una muestra de 1.5 ml del cultivo y las 
células se recuperaron por centrifugación (17500 x g, 3 min, 4ºC). Por una 
parte, el precipitado bacteriano se resuspendió en tampón de carga 1X y se 
guardó a -20ºC hasta su análisis por SDS-PAGE y Western Blot, usando un 
anticuerpo anti-YopE (apartado 14). Por otra parte, para extraer las Yops 
secretadas, se recogió 1 ml de sobrenadante al cual se añadió ácido 
tricloroacético (10% p/v). La mezcla se agitó usando un agitador tipo vórtex y 
se mantuvo en hielo durante 1 h como mínimo. Tras centrifugar la muestra 
(17500 x g, 30 min, 4ºC), se descartó el sobrenadante y el precipitado se 
resuspendió en 1 ml de acetona fría. El precipitado se recogió por 
centrifugación (17500 x g, 15 min, 4ºC), y el tubo tipo Eppendorf® con el 
precipitado se dejó abierto durante 16 h para que se evaporara la acetona. 
Finalmente, la muestra se resuspendió en tampón de carga 1X (10% glicerol, 
2.5% β-mercaptoetanol, 1% SDS, 0.01% azul de bromofenol en 62.5 mM Tris-
HCl [pH 6.8]). La cantidad de tampón de carga empleada varió entre 50 y 80 µl 
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y se normalizó entre muestras según el número de ufc por ml. Las muestras se 
guardaron a -20ºC hasta su análisis mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE) y Western Blot, usando un anticuerpo anti-
YopE (apartado 14).  
 
11. ANÁLISIS DE LA SECRECIÓN DE Yops MEDIANTE 
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON SDS 
(SDS-PAGE) Y TINCIÓN CON AZUL DE COOMASSIE  
Para el análisis electroforético de proteínas en geles desnaturalizantes 
de poliacrilamida con SDS se utilizó el equipo MINI-PROTEAN IITM de Bio-Rad. 
Se empleó un gel de poliacrilamida desnaturalizante con SDS con un gradiente 
del 4% (gel de compactación) al 12% (gel de resolución). Se cargaron 20 µl por 
pocillo de las muestras previamente hervidas durante 5-10 min a 100ºC, para 
su desnaturalización. La electroforesis se realizó en tampón de carrera 1X 
(Tampón 10X: 0.25 M Trizma base, 1.9 M glicina, 1% SDS) aplicando un voltaje 
de 70 V hasta el alineamiento de las muestras en la fase de compactación, 
momento en que se aumentó el voltaje a 140 V hasta el final de la 
electroforesis.  
Tras la electroforesis, el gel se tiñó durante 1 h en agitación con una 
solución Azul de Coomassie (0.25% Azul de Coomassie, 50% metanol, 10% 
ácido acético glacial). A continuación, el gel se lavó en agitación durante 1-4 h 
con una solución de 10% metanol y 10% ácido acético. Transcurrido este 
tiempo el gel se mantuvo en agua d.o.i..  
 
12. ANÁLISIS DE CITOTOXICIDAD EN CÉLULAS HeLa 
El cultivo y la infección de células HeLa para ensayos de citotoxicidad se 
realizó siguiendo métodos ya descritos (135). Las células se crecieron en 
monocapa hasta alcanzar una confluencia del 80% y se infectaron con 
diferentes cepas de Y. enterocolitica con una multiplicidad de infección de 100 
bacterias por célula durante 1 h (100:1). Después de fijar y permeabilizar las 
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células, se tiñó el citoesqueleto de actina con isotiocianato de faloidina-
fluoresceína, y las células se visualizaron con un microscopio de fluorescencia. 
 
13. TRANSLOCACIÓN DE LA PROTEÍNA YopE EN CÉLULAS 
HeLa 
Para analizar la translocación de la proteína YopE al citosol de células 
HeLa, éstas se crecieron en placa de 24 pocillos (Sarstedt, Inc.) en medio 
RPMI 1640 (LabClinics) complementado con 1% de HEPES y 10% de STF. Al 
alcanzar una confluencia del 80%, las células se infectaron con diferentes 
cepas de Y. enterocolitica con una multiplicidad de infección 100:1 durante 3 h. 
A continuación, las células se lavaron dos veces con 500 µl de PBS y se 
añadieron 100 µl de una solución 500 µg/ml de proteinasa K en PBS. Tras una 
incubación de 20 min a temperatura ambiente, la proteinasa K se inactivó 
añadiendo 100 µl de una solución 4 mM de PMSF. A continuación, las células 
se lisaron con 100 µl de una solución 1% de digitonina en PBS. Con la ayuda 
de un descamador celular, las células se recogieron en tubos tipo Eppendorf® y 
se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente, mezclando las muestras 
con un agitador tipo vórtex ocasionalmente. Posteriormente, las muestras se 
centrifugaron (17500 x g, 20 min, 4oC) y se recogieron 160 µl del sobrenadante, 
a los que se añadieron 40 µl de solución de carga 5X (50% glicerol, 12.5% β-
mercaptoetanol, 5% SDS, 0.05% azul de bromofenol en 312.5 mM  Tris-HCl 
[pH 6.8]). Las muestras obtenidas se analizaron mediante electroforesis en gel 
de poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE) y Western Blot usando anticuerpo anti-
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14. ANÁLISIS MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL DE 
POLIACRILAMIDA CON SDS (SDS-PAGE) Y WESTERN BLOT  
El análisis electroforético de proteínas en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida con SDS se realizó tal y como se ha descrito en el apartado 11, 
pero utilizando un gradiente de poliacrilamida del 5% (fase de compactación) al 
15% (fase de resolución).  
Tras la electroforesis, las proteínas se transfirieron del gel a una 
membrana usando un sistema de transferencia semihúmeda (TRANS-BLOT® 
SD SemiDry Transfer Cell de Bio-Rad) y aplicando un voltaje de 10 V durante 
35 min. Para el análisis de H-NS, se usó una membrana de PVDF de 0.45 µm 
de poro (Immobilon-P membrane de Millipore), mientras que en el caso de  
YopE se utilizó una membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm de poro (Whatman® 
PROTRAN®). La eficiencia de la transferencia se controló rutinariamente 
tiñendo la membrana con una solución comercial de Ponceau S (Sigma), que 
se eliminó con tampón de lavado (0.1% Tween-20 en PBS). La membrana se 
bloqueó durante 3 h a temperatura ambiente empleando el tampón de bloqueo 
(4% de leche en polvo desnatada en una solución 0.1% Tween-20 en PBS). A 
continuación, se incubó la membrana durante 18 h a 4ºC y agitación con el 
anticuerpo primario. Para la detección de H-NS se empleó un anticuerpo 
policlonal de conejo anti-HNS (donado por el Dr. Antonio Juárez), diluido 
1:50000 en tampón de bloqueo. Para la detección de YopE se usó un 
anticuerpo policlonal de conejo anti-YopE (donado por el Dr. Holger 
Rüssmann), diluido 1:2000 en tampón de bloqueo. Tras la eliminación del 
anticuerpo no unido mediante dos lavados de 15 min con el tampón de lavado, 
se incubó la membrana con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 
conjugado con fosfatasa alcalina (Stabilized Goat Anti-Rabbit HRP-Conjugated, 
PIERCE), diluido 1:1000 en tampón de bloqueo (1 h, temperatura ambiente, 
agitación). Antes del revelado, se lavó la membrana dos veces con tampón de 
lavado (15 min, temperatura ambiente, agitación). El revelado se realizó 
incubando la membrana con el reactivo del kit SuperSignal West-Dura de 
PIERCE siguiendo las instrucciones del fabricante. Las bandas 
inmunoreactivas se visualizaron y procesaron con el sistema de análisis de 
quimioluminiscencia GeneGenome HR de Syngene. 
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15. ENSAYO DE MOTILIDAD 
Las bacterias se crecieron en 1% triptona a 21ºC durante 16 h. Por otro 
lado, se prepararon placas de Petri con medio de motilidad (1% triptona y 0.3% 
agar). Diversos trabajos han demostrado que éste es el medio óptimo para 
estudiar la motilidad del género Yersinia spp. (25, 402, 405). Las placas se 
inocularon con 2 µl de los cultivos bacterianos. Tras dejar las placas 24 h a 
temperatura ambiente, se midieron los halos de migración a partir del punto de 




 Los resultados se expresan como la media ± la desviación estándar. La 
igualdad de los resultados se contrastó a partir de un análisis de la varianza 
(ANOVA) de una cola o el test t de Student de dos colas, empleando el 
programa informático GraphPad Prism versión 4. Las diferencias se 
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1. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN Y FUNCIONALIDAD DEL 
SISTEMA DE SECRECIÓN TIPO III Ysc EN UN MUTANTE DE Y. 
enterocolitica O:8 QUE NO EXPRESA LA CADENA O. 
 
1.1. La secreción de Yops disminuye en un mutante de Y. 
enterocolitica O:8 que no expresa la cadena O  
En primer lugar, se analizó la secreción de Yops por la cepa silvestre Y. 
enterocolitica O:8 (YeO8) y el mutante que no expresa la cadena O (YeO8-R). 
A 37ºC en medio TSB suplementado con 20 mM oxalato sódico y 20 mM 
cloruro magnésico (TSBox), YeO8 secretó mayores cantidades de Yops al 
sobrenadante del cultivo que YeO8-R (Figura 15A). El plásmido pLZ116, que 
complementa la expresión de la cadena O en YeO8-R (408), restauró la 
secreción de Yops a los niveles de la cepa silvestre (Figura 15A), indicando 
que la disminución de la secreción está relacionada con la ausencia de la 
cadena O. Dado que YeO8-R es un mutante que no expresa la cadena O 
seleccionado por su resistencia a la infección con un bacteriófago cuyo 
receptor es la cadena O de YeO8 (408), se utilizó un mutante definido que no 
expresa la cadena O por recombinación del vector suicida pRVddhB (25). Este 
vector contiene un fragmento de 0.6 kb del gen ddhB del operón de la cadena 
O (25). Al igual que YeO8-R, YeO8::pRVddhB secretó cantidades inferiores de 
Yops al sobrenadante del cultivo que YeO8 (Figura 15A). No se observaron  
diferencias en la tasa de crecimiento entre YeO8, YeO8-R y YeO8::pRVddhB ni 
a temperatura ambiente, ni a 37ºC, ni en condiciones de restricción de calcio 
(resultados no mostrados).  
La menor secreción de Yops por parte de YeO8-R podría ser debida a 
que en esta cepa éstas se expresan en menor cantidad y/o a que no son 
secretadas con la misma eficacia que en la cepa silvestre. Para comprobarlo, 
se realizó un ensayo de secreción de Yops y se analizó por Western Blot la 
cantidad de YopE presente tanto en el citosol de YeO8 y YeO8-R como los 
niveles de YopE secretados por ambas cepas. Tras 1 h de incubación a 37ºC, 
se observó que la cantidad de YopE presente en el precipitado bacteriano era 
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inferior en YeO8-R que en YeO8 (Figura 15B). Además, no se detectó YopE 













Figura 15. Análisis de la expresión de Yops en un mutante que no expresa la cadena O. 
(A) Electroforesis de las proteínas presentes en los sobrenadantes de cultivos en condiciones 
de restricción de Ca2+ analizados mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie. (B) 
Análisis por Western Blot de la cantidad de YopE presente en los precipitados y sobrenadantes 
de cultivos en condiciones de restricción de Ca2+ después de 1 h de incubación a 37ºC. En la 
parte inferior de cada carril de los paneles A y B se indica el número de bacterias 
correspondientes al volumen cargado de sobrenadante. Los resultados en todos los paneles 
son representativos de tres experimentos independientes. 
 
 
A continuación, se determinó cuál es la longitud mínima de la cadena O 
necesaria para que los niveles de secreción de Yops sean equivalentes a los 
de la cepa silvestre. Para ello se analizó la secreción de Yops por la cepa 
YeO8-WbcEGB, que expresa una sola unidad de cadena O en el LPS al 
presentar una mutación no polar en el gen wzy (polimerasa de la cadena O) 
(26). Este mutante secretó cantidades similares de Yops que YeO8, indicando 
que la presencia de una unidad de cadena O es suficiente para que los niveles 
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1.2. La expresión de virF y yopE está disminuida en un mutante 
de Y. enterocolitica O:8 que no expresa la cadena O 
Una posible explicación a la menor secreción de YopE por YeO8-R sería 
que la expresión de yopE estuviera disminuida o incluso reprimida en YeO8-R. 
Por otra parte, como la expresión de los genes yop está regulada por la 
temperatura, y la expresión de muchos de ellos está activada por el regulador 
transcripcional VirF (85, 214, 351), también pudiera ser que la expresión del 
gen virF estuviera alterada en YeO8-R.  
Para estudiar si la expresión de virF y de yopE está alterada en YeO8-R 
se construyeron las fusiones transcripcionales PvirF::cat y PyopE::cat en las 
cuales las regiones promotoras de virF o de yopE controlan la expresión de cat. 
Estas fusiones se introdujeron en YeO8 y YeO8-R y se determinó la actividad 
CAT. La fusión PvirF::cat se expresó a un nivel más alto en YeO8 que en YeO8-
R (248.0 ± 106.3 y 94.0 ± 12.4 U/µg de proteína, respectivamente; [P < 0.05 
por el test t de Student de dos colas]). Además, la expresión de la fusión 
PyopE::cat fue también significativamente superior en YeO8 que en YeO8-R 
(435.8 ± 54.2 y 15.7 ± 0.9 U/µg de proteína, respectivamente; [P < 0.05 por el 
test t de Student de dos colas]). Estos resultados sugieren que la ausencia de 
la cadena O actúa negativamente sobre la transcripción de elementos del 
virulón yop.  
 
1.3. Un mutante de Y. enterocolitica O:8 que no expresa la 
cadena O no induce citotoxicidad en células HeLa 
La inyección de YopE en el citosol de células HeLa por parte de YeO8 
induce la disrupción y condensación de la estructura de los microfilamentos de 
actina de las células (309, 378). Este fenómeno ha recibido el nombre de 
citotoxicidad y es una de las formas más sensibles para detectar la 
translocación de Yops al citosol de la célula eucariota (312). Puesto que en 
YeO8-R la expresión y la secreción de YopE son inferiores que en la cepa 
silvestre, se estudió si la capacidad de YeO8-R de inducir citotoxicidad también 
estaba reducida. La Figura 16A muestra como las células HeLa infectadas con 
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YeO8-R presentan los microfilamentos de actina intactos, lo cual se 
correlacionó con la falta de translocación de YopE por parte de YeO8-R 
(Figura 16B). El plásmido pLZ116 complementó estos fenotipos (Figuras 16A 













Figura 16. Análisis de la translocación de Yops y efecto citotóxico en un mutante que no 
expresa la cadena O. (A) Desorganización de los filamentos de actina en células HeLa 
infectadas con YeO8, YeO8-R o YeO8-R/pLZ116. Imágenes tomadas con microscopio de 
fluorescencia. (B) Translocación de YopE en las células HeLa por YeO8, YeO8-R, o YeO8-
R/pLZ116. Los resultados en todos los paneles son representativos de tres experimentos 
independientes. 
 
1.4. La sobreexpresión de flhDC se asocia con una menor 
secreción de Yops en Y. enterocolitica O:8 
Bleves y colaboradores (44) demostraron que el virulón yop y el operón 
flhDC están relacionados. Estos autores describieron que un mutante flhDC de 
Y. enterocolitica serotipo O:9 secreta más Yops que la cepa silvestre, lo cual 
sugiere que flhDC reprime la expresión del virulón yop (44). Más aún, la 
sobreexpresión de flhDC en la cepa silvestre disminuyó la secreción de Yops 
(44). Estos resultados y el hecho de que flhDC esté sobreexpresado en YeO8-
R (25) sugieren que la represión de la secreción de Yops en YeO8-R puede ser 
consecuencia, directa o indirecta, de la sobreexpresión de flhDC. Sin embargo, 
Young y Young (400) no encontraron ningún vínculo entre flhDC y el virulón 
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Con el fin de comprobar si la sobreexpresión de flhDC en YeO8-R es 
responsable de la disminución de la secreción de Yops, se analizó dicha 
secreción en YeO8-R deficiente para flhDC. Esta cepa se construyó por 
mutagénesis dirigida usando el vector suicida pKNOCK-FlhDC (25). Este vector 
ya ha sido utilizado por nuestro grupo para construir mutantes no motiles de 
Yersinia (25). El mutante YeO8-R deficiente en flhDC secretó niveles más altos 
de Yops que YeO8-R y la cantidad fue similar a la secretada por YeO8 (Figura 
17A). Además, empleando el mismo vector suicida, se construyó una cepa de 
YeO8 mutante para flhDC (25). Esta cepa secretó niveles de Yops más altos 
que YeO8-R, pero similares a los secretados por YeO8 y por el mutante YeO8-
R deficiente en flhDC (Figura 17A). Estos resultados sugieren que los niveles 
elevados de FlhDC y/o de otra proteína regulada por FlhDC son los 













Figura 17. Análisis de la secreción y translocación de Yops en un mutante de la cadena 
O que no expresa flhDC. (A) Electroforesis de las proteínas presentes en los sobrenadantes 
de cultivos en condiciones de restricción de Ca2+ analizados mediante SDS-PAGE y tinción con 
azul de Coomassie. En la parte inferior de cada carril se indica el número de bacterias 
correspondientes al volumen cargado de sobrenadante. (B) Desorganización de la actina 
inducida por YeO8-R::pKNOCK-FlhDC, un mutante que no expresa la cadena O ni flhDC. 
Imágenes obtenidas por  microscopía de fluorescencia. Como control se incluyen células no 
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Por otra parte, la infección de células HeLa con YeO8-R deficiente en 
flhDC desencadenó la condensación de los microfilamentos de actina (Figura 
17B). Por tanto, la mutación de flhDC en YeO8-R también restablece la 
citotoxicidad dependiente de la translocación de YopE  (Figura 16A).  
 
1.5. H-NS es un regulador positivo de la expresión de flhDC en 
Y. enterocolitica O:8  
En E. coli, H-NS es un activador de la expresión de flhDC (34) y, por 
consiguiente, se planteó si la sobreexpresión de flhDC en YeO8-R podría 
deberse a la existencia de niveles anómalos de H-NS. Lo primero que se 
comprobó fue si la expresión de flhDC estaba regulada por H-NS. Para ello se 
introdujo la fusión transcripcional PflhDC::lucFF (pRFlhDCO8 [(25)]) en las cepas 
de E. coli BSN26 y BSN27, cepa silvestre y mutante isógenico que no expresa 
H-NS respectivamente (191), y se midió la actividad luciferasa. La cantidad de 
luz fue inferior en el mutante deficiente en hns que en la cepa silvestre (5,367 ± 
656 y 221,300 ± 10,611 URL/DO540, respectivamente; [P < 0.05 por el test t de 
Student de dos colas]). Estos resultados sugieren que H-NS también podría 
actuar como activador de flhDC en Yersinia.  
A continuación se estudió el efecto de H-NS sobre la expresión de flhDC, 
analizando si la sobreexpresión de H-NS en YeO8 induce la sobreexpresión de 
flhDC. Con este fin, se introdujo el plásmido de medio número de copia  
pBADhns, en el cual hns está bajo el control de su propio promotor, en YeO8 
que contenía la fusión transcripcional PflhDC::lucFF (25), y se midió la cantidad 
de luz. La expresión de flhDC fue significativamente superior (P < 0.05 por 
ánalisis de la varianza [ANOVA] de una cola) en la cepa que portaba el 
plásmido pBADhns (30,590 ± 840 URL/DO540) que en la cepa que contenía 
pBAD30 (8,473 ± 208 URL/DO540) o la cepa que no contenía ningún plásmido 
(12,360 ± 2,413 URL/DO540). En Y. enterocolitica la sobreexpresión de flhDC 
está relacionada con un aumento de la motilidad (25, 405). Por tanto, se 
determinó el efecto de sobreexpresar H-NS en la motilidad de YeO8 en el 
medio de motilidad (1% triptona y 0,3% agar [(25, 405)]). Previamente se ha 
demostrado que la motilidad de Yersinia es óptima en este medio en 
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comparación con el medio LB (25, 405). La cepa de YeO8 portadora del 
plásmido pBADhns presentó una mayor motilidad (3.2 ± 0.3 cm [P < 0.05 
ánalisis de la varianza [ANOVA] de una cola]) que la cepa portadora de 



















Figura 18. Análisis del efecto de H-NS sobre la secreción de Yops. Electroforesis de las 
proteínas presentes en los sobrenadantes de cultivos en condiciones de restricción de Ca2+ 
mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestran los 
niveles de H-NS presentes en las cuatro cepas crecidas en TSBox a 37ºC analizados por 
Western Blot. El panel inferior muestra los niveles de una proteína inespecífica que también fue 
detectada por el anticuerpo anti-HNS en los lisados celulares totales. Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes. 
A continuación, se estudió si la sobreexpresión de H-NS en YeO8 
causaba una reducción en la secreción de Yops. Los resultados mostrados en 
la Figura 18 demuestran que YeO8 con pBADhns secretó menos Yops que 
YeO8 con pBAD30 o YeO8 sin ningún plásmido. Por otra parte, la cepa YeO8 
mutante para flhDC con el plásmido pBADhns secretó cantidades similares de 
Yops que YeO8 (Figura 18), respaldando así la hipótesis de que H-NS altera la 
secreción de Yops mediante su influencia sobre la expresión de FlhDC y/o otra 
proteína regulada por FlhDC.  
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Los resultados obtenidos indican que la sobreexpresión de H-NS en 
YeO8 recapitula algunos de los fenotipos de YeO8-R: la sobreexpresión de 
flhDC y una mayor motilidad así como una menor secreción de Yops que la 
cepa silvestre.  
 
1.6. Un mutante de Y. enterocolitica O:8 que no expresa la 
cadena O presenta niveles más altos de H-NS que la cepa 
silvestre 
Los resultados obtenidos sugieren que H-NS podría estar 
sobreexpresado en YeO8-R. Para comprobar esta hipótesis, se midieron por 
Western Blot los niveles de H-NS en YeO8 y YeO8-R crecidas tanto a 
temperatura ambiente, a 37ºC y  a 37ºC en condiciones de restricción de calcio 
(Figura 19). Los niveles de H-NS en YeO8-R fueron consistentemente 







Figura 19. Análisis de la expresión de H-NS. Análisis por Western Blot de la expresión de H-
NS por parte de YeO8 y YeO8-R crecidas en TSB a 21ºC (TA: temperatura ambiente), a 37ºC o 
en TSBox a 37ºC (sin Ca2+). El panel inferior muestra los niveles de una proteína inespecífica 
que también fue detectada por el anticuerpo en los lisados celulares totales. Los niveles de 
proteína son comparables entre carriles, indicando que se cargó la misma cantidad de proteína 
en cada carril. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. 
Para determinar si las diferencias en los niveles de H-NS encontrados en 
YeO8 y YeO8-R son debidos a cambios en la transcripción de hns, se 
construyó la fusión transcripcional Phns::lucFF. El plásmido obtenido, 
pUCYeProHNS, se introdujo en YeO8 y YeO8-R, y se midió la cantidad de luz. 
La expresión de hns no fue significativamente diferente entre YeO8 y YeO8-R 
crecidas tanto a temperatura ambiente (1,231,000 ± 210,800 y 1,275,000 ± 
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colas]), como a 37°C (206,100 ± 7,398 y 209,600 ± 1 4,990 URL/DO540, 
respectivamente; [P > 0.05 por el test t de Student de dos colas]), o en 
condiciones de restricción de calcio (546,800 ± 73,270 y 599,900 ± 64,140 
URL/DO540, respectivemente; [P > 0.05 por el test t de Student de dos colas]). 
Por tanto, estos resultados indican que las diferencias entre los niveles de 
proteína H-NS no se pueden explicar por diferencias a nivel transcripcional de 
hns. Esto sugiere que la ausencia de la cadena O afecta a la regulación post-
trancripcional de H-NS.  
El análisis de la secreción de Yops y de la expresión de flhDC en un 
mutante hns de YeO8-R aportaría información valiosa. No obstante, no se pudo 
construir este mutante, puesto que hns es un gen esencial en Yersinia (25, 120, 
171). Williamson y colaboradores (391) describieron que la proteína H-NST, 
derivada de H-NS pero sin el dominio de unión al ADN codificada por E. coli 
enteropatógena (EPEC), actúa como un dominante negativo de H-NS. H-
NSTEPEC ha sido utilizada por Baños y colaboradores (21) para demostrar la 
regulación global dependiente de H-NS en Y. enterocolitica O:9. Sin embargo, 
la expresión de H-NSTEPEC en YeO8 causó importantes deficiencias en el 
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2. ESTUDIO DEL CIRCUITO DE REGULACIÓN QUE MODULA LA 
EXPRESIÓN DE inv Y flhDC EN UN MUTANTE DE Y. 
enterocolitica O:8 QUE NO EXPRESA LA CADENA O 
A pesar de que el mutante YeO8-R se complementó con el plásmido 
pLZ116, para profundizar en el estudio de los efectos de la ausencia de la 
cadena O sobre la regulación de otros factores de virulencia se construyó un 
nuevo mutante que no expresa la cadena O mediante doble recombinación 
homóloga. Este nuevo mutante contiene una deleción en manC. ManC es 
esencial para la síntesis de manosa, azúcar que forma parte de la cadena O de 
YeO8 (347). El mutante obtenido, YeO8-∆manC, recapituló todos los fenotipos 
anteriormente descritos para YeO8-R (resultados no mostrados).  
 
2.1. La represión de inv en un mutante de Y. enterocolitica O:8 
que no expresa la cadena O es consecuencia de los altos 
niveles de FlhDC y no de variaciones transcripcionales de la 
expresión de rovA 
Bengoechea y colaboradores (25) demostraron que los niveles de 
expresión de flhDC en YeO8-R son superiores a los de la cepa silvestre. Por el 
contrario, los niveles de inv son inferiores en YeO8-R respecto a los de la cepa 
silvestre. Tanto en Y. enterocolitica como en Y. pseudotuberculosis, se ha 
demostrado que RovA es el activador transcripcional de inv y contrarresta la 
represión causada por el complejo H-NS-YmoA (120, 264, 298). Por 
consiguiente, la reducción de la expresión de inv en un mutante de YeO8 que 
no expresa la cadena O podría ser causada por una menor expresión del 
activador transcripcional RovA en dicha cepa. Para comprobarlo, se construyó 
la fusión transcripcional ProvA::lucFF (pRVProvAlucFF) y se introdujo en las 
cepas YeO8 y YeO8-∆manC. Sin embargo, la expresión de rovA no fue 
significativamente diferente entre YeO8 y YeO8-∆manC (57,590 ± 3,034 y 
65,070 ± 4,148 URL/DO540, respectivamente; [P > 0.05 por el test t de Student 
de dos colas]). Estos resultados indican que la disminución de la expresión de 
inv en YeO8-∆manC respecto a la cepa silvestre no se debe a una menor 
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transcripción de rovA en el mutante. En cualquier caso, no se puede descartar 
que la regulación post-transcripcional de RovA esté alterada en YeO8-∆manC.  
Por otra parte, Badger y Miller (18) demostraron que la motilidad y la 
expresión de inv están regulados de forma coordinada en Y. enterocolitica. Así, 
la expresión de inv está reducida en un mutante con hipermotilidad. Dado que  
el aumento de la motilidad está relacionado con la sobreexpresión de flhDC 
(25, 405) y que flhDC está sobreexpresado en los mutantes de YeO8 
deficientes en la cadena O, se planteó la posibilidad de que la sobreexpresión 
de flhDC podría ser responsable de la menor expresión de inv en dichos 
mutantes. Para comprobar esta hipótesis, se construyó el mutante doble YeO8-
∆flhDC-∆manC y se midieron los niveles de inv comparándolos con aquellos de 
YeO8, y YeO8-∆manC. Todas estas cepas contenían la fusión traduccional 
inv::phoA descrita por Pepe y colaboradores (278). Los niveles de inv en el 
mutante YeO8-∆flhDC-∆manC fueron superiores a los obtenidos en la cepa 
YeO8-∆manC y comparables a los obtenidos en YeO8 (Figura 20). Estos 
resultados sugieren que los niveles elevados de FlhDC y/o de otra proteína 
regulada por FlhDC contribuyen a la represión de inv en YeO8-∆manC.  
 
 
Figura 20. Análisis de la expresión de 
inv en los mutantes YeO8-∆manC y 
YeO8-∆flhDC-∆manC. Expresión de inv 
en YeO8, YeO8-∆manC (∆manC) y 
YeO8-∆flhDC-∆manC (∆flhDC-∆manC). 
*, indica una diferencia estadísticamente 
significativa (P < 0.05, test t de Student 
de dos colas) con respecto a la cepa 
silvestre. Los resultados corresponden a 
tres experimentos independientes 
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2.2. Efecto de la proteasa ClpXP sobre la expresión de inv y 
flhDC  
Se ha descrito que, en S. enterica serovar Typhimurium, la proteasa 
dependiente de ATP ClpXP está implicada en la regulación post-transcripcional 
de los niveles de FlhDC (372). Así, un mutante ClpXP presenta hipermotilidad y 
expresa niveles elevados de FlhDC (371, 372). Por tanto, la hipermotilidad y los 
niveles elevados de FlhDC en los mutantes que no expresan la cadena O de 
YeO8 se podrían explicar si la ausencia de la cadena O afectara a la expresión 
y/o funcionalidad de la proteasa ClpXP. En primer lugar, se estudió la expresión 
del operón clpXP en YeO8 y YeO8-∆manC. Con este fin, se construyó la fusión 
transcripcional PclpP::lucFF, se introdujo en las cepas indicadas anteriormente y 
se midió la actividad luciferasa. La expresión del operón clpXP fue inferior en 
YeO8-∆manC que en YeO8 (107100 ± 4316 y 411400± 19110 URL/DO540, 
respectivamente; [P < 0.05 por el test t de Student de dos colas]).  
Para analizar si los bajos niveles de expresión de clpXP observados en 
un mutante de la cadena O explicaban la hipermotilidad de este mutante así 
como los elevados niveles de expresión de flhDC (25), se construyó un mutante 
deficiente en clpXP, YeO8-∆clpXPKm, y se analizó su motilidad. Esta cepa 
presentó una mayor motilidad que la cepa silvestre (Figura 21). Dado que la 
subunidad ClpP se puede asociar con las ATPasas ClpA ó ClpX (144, 201, 
394) es posible que el fenotipo de hipermotilidad del mutante clpXP no sea 
causado por la ausencia de la proteasa ClpXP. Para comprobar esta 
posibilidad, se construyó un mutante deficiente en clpX, YeO8-∆clpX, y se 
estudió su motilidad. En la Figura 21 se muestra que YeO8-∆clpX presentó una 
motilidad mayor que la cepa silvestre. Estos resultados demuestran que es la 
ausencia de ClpXP y no la de ClpAP la responsable de la hipermotilidad del 
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Figura 21. Análisis de la motilidad en 
los mutantes YeO8-∆clpX y YeO8-
∆clpXP. Motilidad de las cepas YeO8, 
YeO8-∆clpX (∆clpX) y YeO8-∆clpXPKm 
(∆clpXPKm) crecidas a 21ºC. Ensayo de 
motilidad en placas de medio de motilidad 
(1% triptona-0,3% agar). Los resultados 
muestran la media y desviación estándar 
de tres experimentos independientes. 
*,indica una diferencia estadísticamente 




Para determinar si el aumento en la motilidad observado en las cepas 
YeO8-∆clpX y YeO8-∆clpXPKm se correlaciona con una mayor expresión de 
flhDC en dichas cepas, se  les introdujo la fusión transcripcional PflhDC::lucFF y 
se midió la actividad luciferasa. Se observó que la expresión de flhDC no fue 
diferente entre las cepas mutantes y la cepa silvestre (Figura 22). Puesto que 
el aumento de la motilidad no se debe a un aumento en la expresión del operón 
flhDC en los mutantes YeO8-∆clpX y YeO8-∆clpXPKm es probable que, al igual 
que ocurre en Salmonella (371, 372), ClpXP controle post-transcripcionalmente 
los niveles de FlhDC.  
 
Figura 22. Análisis de la 
transcripción de flhDC en los 
mutantes YeO8-∆clpX y YeO8-
∆clpXP. Expresión de flhDC en 
YeO8, YeO8-∆clpX (∆clpX) y  
YeO8-∆clpXPKm (∆clpXPKm). Los 
resultados corresponden a tres 
experimentos independientes 
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A continuación, se estudió la expresión de inv en los mutantes 
deficientes en clpX y clpXP. Para ello se introdujo la fusión traduccional 
inv::phoA en YeO8-∆clpX y YeO8-∆clpXPKm (278). Los resultados muestran 
que los niveles de expresión de inv en los mutantes son significativamente 
inferiores a los que presenta la cepa silvestre (Figura 23). Estos resultados 
indican que la expresión reducida de inv en un mutante que no expresa la 
cadena O puede ser causada por una expresión reducida de la proteasa 













Figura 23. Análisis de la traducción de inv en los mutantes YeO8-∆clpX y YeO8-∆clpXP. 
Expresión de inv en YeO8, YeO8-∆clpX (∆clpX) y YeO8-∆clpXPKm (∆clpXPKm). *, indica una 
diferencia estadísticamente significativa (P < 0.05) con respecto a la cepa silvestre. Los 




Para descartar que la menor expresión de inv en los mutantes clpX y 
clpXP fuera debida a una menor expresión de rovA, se introdujo la fusión 
transcripcional ProvA::lucFF en estas cepas y se determinó la actividad 
luciferasa. La expresión de rovA no fue diferente entre las cepas mutantes y la 
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Figura 24. Análisis de la 
transcripción de rovA en los 
mutantes YeO8-∆clpX y YeO8-
∆clpXP. Expresión de rovA en 
YeO8, YeO8-∆manC (∆manC), 
YeO8-∆clpX (∆clpX) y YeO8-
∆clpXPKm (∆clpXPKm). Los 
resultados corresponden a tres 
experimentos independientes 
realizados por quintuplicado.  
 
 
De la misma manera que YeO8-∆manC, YeO8-∆clpX presenta un 
fenotipo de hipermotilidad (Figura 21) y una expresión reducida de inv. Por 
tanto, se estudió si, al igual que en YeO8-∆manC, la mutación de flhDC 
restaura la expresión de inv. Para ello se introdujo la fusión inv::phoA en el 
doble mutante YeO8-∆flhDC-∆clpX y se determinó la actividad fosfatasa 
alcalina. En el doble mutante para flhDC y clpX el nivel de expresión de inv fue 
superior que en YeO8-∆clpX y similar al obtenido en la cepa silvestre (YeO8) 
(Figura 25). Estos resultados indican que niveles elevados de FlhDC y/o de 
otra proteína regulada por FlhDC contribuyen a la represión de inv en YeO8-
∆clpX.  
 
Figura 25. Análisis de la expresión 
de inv en los mutantes YeO8-
∆clpX y YeO8-∆flhDC-∆manC. 
Análisis de los niveles expresión de 
inv a nivel traduccional en YeO8, 
YeO8-∆clpX (∆clpX) y YeO8-∆flhDC-
∆clpX (∆flhDC-∆clpX). *, indica una 
diferencia estadísticamente 
significativa (P < 0.05) con respecto 
a la cepa silvestre. Los resultados 
corresponden a tres experimentos 
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2.3. Relación entre SspA/SspB y la expresión de inv y flhDC   
SspA (“stringent starvation protein A”) está codificada junto con SspB en 
el operón sspAB del cromosoma de Y. enterocolitica. Es una proteína asociada 
a la ARN polimerasa. En Y. enterocolitica, se ha descrito que la expresión de 
inv y la motilidad están coordinadas por un circuito regulador en el que está 
implicada SspA, aunque se desconocen las bases moleculares de dicha 
regulación (18). Por tanto, se estudió si sspA y/o sspB forman parte del circuito 
en el que participan la cadena O, H-NS, flhDC e inv. En primer lugar, se analizó 
si la expresión de sspA está alterada en YeO8-∆manC. Para ello, se introdujo 
la fusión transcripcional PsspA::lucFF en YeO8 y YeO8-∆manC y se midió la 
actividad luciferasa. La expresión de sspA fue significativamente inferior en el 
mutante que no expresa la cadena O que en la cepa silvestre (69,240 ± 4,145 y 
236,000 ± 12,360 URL/DO540, respectivamente; [P < 0.05 por el test t de 
Student de dos colas]).  
Con el fin de estudiar el papel de SspA/SspB en la expresión de inv y 
flhDC, se construyeron los mutantes YeO8-∆sspABGB y YeO8-∆sspBKm y, 
posteriormente, se les introdujeron las fusiones inv::phoA y PflhDC::lucFF para 
analizar los niveles de expresión de inv y flhDC respectivamente. Los 
resultados muestran que la expresión de inv en los mutantes YeO8-∆sspABGB 
y YeO8-∆sspBKm fue inferior que aquella en la cepa silvestre (Figura 26A). 
Por otra parte, en ambos mutantes la expresión de flhDC fue inferior que en la 
cepa silvestre, de un modo significativo (Figura 26B). El plásmido pTMsspAB 
restauró parcialmente la expresión de inv y totalmente la expresión de flhDC en 
el mutante YeO8-∆sspABGB; sin embargo el plásmido pTMsspB no restauró 






















Figura 26. Análisis de la expresión de inv y flhDC en los mutantes YeO8-∆sspABGB y 
YeO8-∆sspBKm. (A) Expresión de inv en YeO8, YeO8-∆sspABGB (∆sspABGB), YeO8-
∆sspABGB/pTM100, YeO8-∆sspABGB/pTMsspAB, YeO8-∆sspBKm (∆sspBKm), YeO8-
∆sspBKm/pTM100 y YeO8-∆sspBKm/pTMsspB crecidas a 21ºC. (B) Expresión de flhDC en 
YeO8, YeO8-∆sspABGB (∆sspABGB), YeO8-∆sspABGB/pTM100, YeO8-
∆sspABGB/pTMsspAB, YeO8-∆sspBKm (∆sspBKm), YeO8-∆sspBKm/pTM100 y YeO8-
∆sspBKm/pTMsspB crecidas a 21ºC. *, indica una diferencia estadísticamente significativa (P < 
0.05) con respecto a la cepa silvestre. ∆, indica una diferencia estadísticamente significativa (P 
< 0.05) con respecto al mutante correspondiente con el plásmido control pTM100. Los 
resultados corresponden a tres experimentos independientes, realizados por triplicado. 
 
 
Para comprobar si la disminución de la expresión de flhDC observada en 
las cepas YeO8-∆sspABGB y YeO8-∆sspBKm se correlaciona con un fenotipo 
de menor motilidad, se realizó un ensayo de motilidad con dichas cepas. La 
Figura 27 muestra que las cepas YeO8-∆sspABGB y YeO8-∆sspBKm 
presentaron una menor motilidad que la cepa silvestre.  
 
∆msbB       
(2,04 ± 0,06)* 
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Figura 27. Análisis de la motilidad 
en los mutantes YeO8-∆sspABGB y 
YeO8-∆sspBKm. Motilidad de las 
cepas YeO8, YeO8-∆sspABGB 
(∆sspABGB) y YeO8-∆sspBKm 
(∆sspBKm) crecidas a 21ºC. Ensayo 
de motilidad en placas de medio de 
motilidad (1% triptona-0,3% agar). Los 
resultados muestran la media y 
desviación estándar de cuatro 
experimentos independientes. *, indica 
una diferencia estadísticamente 
significativa (P < 0.05) con respecto a 
la cepa silvestre. 
 
A continuación, se planteó si la disminución de la expresión de inv en los 
mutantes YeO8-∆sspABGB y YeO8-∆sspBKm (Figura 26A) podría deberse, al 
menos en parte, a la disminución de la expresión de rovA. Para comprobarlo se 
midió la actividad luciferasa en las cepas YeO8-∆sspABGB y YeO8-∆sspBKm 
que contenían la fusión transcripcional ProvA::lucFF. Curiosamente, la expresión 
de rovA fue superior en YeO8-∆sspABGB que en la cepa silvestre, mientras 
que en el mutante YeO8-∆sspBKm la expresión de rovA fue inferior que en la 
cepa silvestre (Figura 28).   
 
Figura 28. Análisis del efecto de la 
mutación de sspAB y sspB sobre la 
expresión de rovA. Expresión de 
rovA en YeO8, YeO8-∆sspABGB 
(∆sspABGB) y YeO8-∆sspBKm 
(∆sspBKm) crecidas a 21ºC. *, indica 
una diferencia estadísticamente 
significativa (P < 0.05) con respecto a 
la cepa silvestre. Los resultados 
corresponden a tres experimentos 
independientes realizados por 
triplicado.  
∆sspABGB (0.71±0.07)* ∆sspBKm (0.79±0.05)*
YeO8 (1.29±0.09)
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Todos los resultados anteriores muestran que tanto sspAB como clpXP 
están implicados en el control de la expresión de inv y flhDC en YeO8. 
Además, la expresión de sspAB y clpXP está disminuida en un mutante que no 
expresa la cadena O respecto a la cepa silvestre. Se planteó comprobar si 
alguno de estos operones influye sobre los niveles de expresión del otro. En 
primer lugar, se estudió la expresión de sspAB en YeO8-∆clpX y YeO8-
∆clpXPKm. La actividad luciferasa de PsspA::lucFF fue similar entre la cepa 
silvestre y ambos mutantes (163,600 ± 11,260; 148,700 ± 6453; y 168,100 ± 
8,735 URL/DO540, respectivamente; [P > 0.05 por el test t de Student de dos 
colas]). A continuación, se construyeron las cepas indicadoras para analizar la 
expresión de clpXP en los mutantes YeO8-∆sspABGB y YeO8-∆sspBKm. Los 
resultados muestran que la expresión de clpXP en los mutantes YeO8-
∆sspABGB y YeO8-∆sspBKm fue inferior que aquella de la cepa silvestre 
(Figura 29). El plásmido pTMsspAB restauró totalmente la expresión de clpXP 
en el mutante YeO8-∆sspABGB; de igual modo, con el plásmido pTMsspB se 
consiguió restaurar la expresión de clpXP en el mutante YeO8-∆sspBKm al 












Figura 29. Análisis del efecto de la mutación de sspAB y sspB sobre la expresión de 
clpP. Expresión de clpXP en YeO8, YeO8-∆sspABGB (∆sspABGB), YeO8-∆sspABGB/pTM100 
(∆sspABGB/pTM100), YeO8-∆sspABGB/pTMsspAB (∆sspABGB/pTMsspAB), YeO8-∆sspBKm 
(∆sspBKm), YeO8-∆sspBKm/pTM100 (∆sspBKm/pTM100) y YeO8-∆sspBKm/pTMsspB 
(∆sspBKm/pTMsspB) crecidas a 21ºC. *, indica una diferencia estadísticamente significativa (P 
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Los resultados anteriores plantearon la posibilidad de que para 
recapitular los fenotipos del mutante que no expresa la cadena O fuese 
necesario construir un  mutante doble deficiente en clpX y sspAB. Así, se 
estudió la expresión de inv y flhDC en el mutante YeO8-∆clpX-∆sspABGB. Los 
datos muestran que las expresiones de inv (Figura 30A) y flhDC (Figura 30B) 
fueron inferiores en el mutante YeO8-∆clpX-∆sspABGB que en la cepa silvestre 













Figura 30. Estudio de la expresión de inv y flhDC en el doble mutante YeO8-∆clpX-
∆sspABGB. (A) Expresión de inv en YeO8, YeO8-∆clpX (∆clpX), YeO8-∆sspABGB 
(∆sspABGB) y YeO8-∆clpX-∆sspABGB (∆clpx∆sspABGB) crecidas a 21ºC. (B) Expresión de 
flhDC en YeO8, YeO8-∆clpX (∆clpX), YeO8-∆sspABGB (∆sspABGB) y YeO8-∆clpX-∆sspABGB 
(∆clpx∆sspABGB) crecidas a 21ºC. *, indica una diferencia estadísticamente significativa (P < 
0.05) con respecto a la cepa silvestre. Los resultados corresponden a tres experimentos 
independientes, realizados por triplicado. 
 
Sin embargo, la motilidad del mutante YeO8-∆clpX-∆sspABGB fue 
significativamente superior que aquella de la cepa silvestre (1.39 ± 0.17 y 0.88 
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2.4. H-NS modula la expresión de clpXP y sspAB de Y. 
enterocolitica O:8 
Teniendo en cuenta que H-NS está sobreexpresado en un mutante que 
no expresa la cadena O, se estudió si H-NS controlaba la expresión de clpXP y 
sspAB. Debido a la imposibilidad de construir un mutante hns en Yersinia, por 
las razones anteriormente comentadas, se determinó la expresión de las 
fusiones PsspAB::gfp y PclpXP::gfp en una cepa de E. coli (BSN26) y en un 
mutante isógenico que no expresa H-NS (BSN27) (191). Las medidas de 
fluorescencia determinaron que la expresión de clpXP fue significativamente 
superior en BSN27, que no expresa hns, que en la cepa silvestre BSN26 (1168 
± 47 y 489± 116 URF, respectivamente; [P < 0.05 por el test t de Student de 
dos colas]). La expresión de SspA/SspB fue también significativamente 
superior en BSN27 que en BSN26, la cepa silvestre, (61.6 ± 11.9 y 27.9 ± 8.8 
URF, respectivamente; [P < 0.05 por el test t de Student de dos colas]). Estos 
resultados indican que H-NS, y/o otra proteína regulada por H-NS, controla 
negativamente la expresión de clpXP y SspA/SspB de YeO8.  
 
2.5. SspA/SspB participan en la regulación post-transcripcional 
de los niveles de H-NS en Y. enterocolitica O:8 
Una vez que hemos demostrado que H-NS influye sobre la expresión de 
SspA/SspB y clpXP se analizaron por Western Blot los niveles de H-NS en los 
mutantes deficientes en clpX y SspA/SspB. Tal y como era de esperar, el 
mutante YeO8-∆manC, al igual que el mutante no definido deficiente en la 
cadena O YeO8-R (Figura 19), expresó mayor cantidad de H-NS que la cepa 
silvestre (Figura 31). Por otro lado, el mutante clpX expresó niveles similares 
de H-NS que la cepa silvestre, mientras que tanto YeO8-∆sspAGB como YeO8-
∆sspBKm expresaron mayor cantidad de  H-NS que la cepa silvestre (Figura 
31).  
Por otra parte, aunque ya habíamos demostrado que H-NS es un 
activador transcripcional de flhDC en YeO8 (apartado 1.5), se comprobó si 
flhDC tiene algún efecto sobre los niveles de expresión de H-NS observados en 
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el mutante que no expresa la cadena O. Sin embargo, la cantidad de H-NS 
expresada por el mutante doble YeO8-∆flhDC-∆manC fue similar que aquella 
expresada por YeO8-∆manC, lo que sugiere que flhDC no tiene ningún efecto 












Figura 31. Estudio del nivel de expresión de H-NS. Análisis por Western Blot de la expresión 
de H-NS en YeO8, YeO8-∆manC, YeO8-∆clpX, YeO8-∆sspABGB, YeO8-∆sspBKm, YeO8-
∆flhDC-∆manC, BSN26 (Control positivo) y BSN27 (Control negativo), crecidas a 21ºC. En la 
parte inferior de cada carril se indica el número de bacterias correspondientes al volumen 
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Varios estudios han demostrado la importancia de la cadena O del LPS 
en la virulencia de Y. enterocolitica empleando diferentes modelos animales 
(25, 259, 408). Además, Bengoechea y colaboradores (25) demostraron que la 
expresión de la cadena O está coordinada con la expresión de otros factores 
de virulencia de Yersinia (25), aunque estos autores no analizaron las bases 
moleculares de dicha coordinación. Así pues, el objetivo principal de esta Tesis 
Doctoral ha sido dilucidar las bases moleculares que explicarían la expresión 
coordinada de la cadena O y determinados factores de virulencia de Y. 
enterocolitica. En este trabajo, se han definido los mecanismos moleculares por 
los cuales en un mutante que no expresa la cadena O aumenta la expresión de 
flhDC, el operón de regulación del flagelo, mientras que disminuye la expresión 
tanto de inv, que codifica una proteína de la membrana externa esencial en la 
fase inicial del proceso de infección, como del SSTT Ysc (Figura 32). Los 
resultados indican que los nodos de este circuito son las proteínas codificadas 
por el operón sspAB, H-NS, la proteasa ClpXP y FlhDC. Es importante señalar 
que aquí se describe por primera vez el papel de FlhDC en la regulación de dos 
de los factores de virulencia más importantes de Y. enterocolitica, Inv y el SSTT 
Ysc.  
 
1. LA CADENA O INFLUYE SOBRE LA EXPRESIÓN DEL 
SISTEMA DE SECRECIÓN TIPO III Ysc  
Para sobrevivir y diseminarse en los órganos del huésped, Y. 
enterocolitica expresa y secreta todo un conjunto de proteínas efectoras, 
codificadas en el virulón Yop del plásmido pYV, las cuales previenen la 
activación de respuestas inflamatorias y evitan que la bacteria sea fagocitada 
por macrófagos y neutrófilos (90, 94, 286). Bengoechea y colaboradores 
determinaron que un mutante de la cadena O de YeO8 es incapaz de 
multiplicarse en los nódulos linfáticos mesentéricos y el hígado (25). A partir de 
estos resultados, podría interpretarse que la ausencia de cadena O hace que la 
bacteria sea más sensible a los sistemas de defensa del huésped. Aunque no 
se descarta esta posibilidad, en este trabajo se planteó la idea de que los 
sistemas de los que dispone la bacteria para eludir los mecanismos de defensa 
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del huésped, como por ejemplo el SSTT Ysc (86), no sean totalmente 
funcionales en una cepa que no expresa la cadena O. De hecho, nuestros 
resultados indican que la cadena O está relacionada con la expresión y/o 
funcionalidad del SSTT Ysc, puesto que en un mutante que no expresa la 
cadena O la secreción de Yops es inferior a la que presenta la cepa silvestre. 
Por otro lado, los datos obtenidos demuestran que en una cepa de YeO8 que 
expresa una sola unidad de la cadena O la secreción de Yops es equivalente a 
la de la cepa silvestre. Este hecho, junto con la observación que el LPS 
expresado por la cepa silvestre a la temperatura de expresión del SSTT Ysc 
(37ºC) equivale prácticamente al LPS expresado por el mutante anterior, hace 
pensar que la sustitución del núcleo del LPS con una sola unidad de la cadena 
O es necesaria para la correcta expresión/funcionalidad del SSTT Ysc (6, 26). 
Quizás esto es lo que explica que la sustitución del núcleo-lípido A con una 
unidad de la cadena O sea tan eficiente en Y. enterocolitica. Merece la pena 
señalar que en otros modelos también se ha encontrado una conexión entre la 
expresión y/o funcionalidad de los SSTT y la estructura del LPS. En P. 
aeruginosa se ha descrito que la ausencia de la cadena O se correlaciona con 
un aumento de la secreción de su SSTT y su citotoxicidad in vitro (16). Aunque 
dichos resultados no se correlacionan con los obtenidos en nuestro estudio, es 
razonable pensar que los distintos estilos de vida y patogenicidad de P. 
aeruginosa y Y. enterocolitica expliquen las diferencias. La glicosilación de la 
cadena O de S. flexneri se asocia con cambios en la longitud de la molécula de 
LPS lo que influye en la interacción del SSTT con la superficie de la célula 
eucariota y, por tanto, en la actividad del SSTT (387).  
Como se ha demostrado en este trabajo, la ausencia de la cadena O 
actúa negativamente sobre la transcripción de VirF, el regulador transcripcional 
de elementos del virulón Yop (91, 214, 351) y, como se esperaba, sobre la 
transcripción de YopE,  una  de  las   proteínas  efectoras  del  virulón   Ysc,  
tomada como modelo de regulación de expresión de las proteínas efectoras 
(92, 306, 358, 378). Por consiguiente, es razonable postular que la menor 
secreción de Yops observada en el mutante de YeO8 que no expresa la 
cadena O sea consecuencia de la menor expresión del activador 
transcripcional del nSSTT Ysc en esta cepa, de manera que disminuye tanton la  
















Figura 32. Modelo molecular del circuito compuesto por la cadena O, sspAB, clpXP, HN-
S, flhDC e Inv en Y. enterocolitica O:8. Los genes están representados por flechas de bloque 
y las proteínas como cajas; las flechas con signo positivo indican aumento de la transcripción o 
bien regulación positiva sobre los niveles de proteína o de un determinado fenotipo; las flechas 
con signo negativo indican disminución de la transcripción o regulación negativa sobre los 
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expresión de las proteínas efectoras como su secreción y translocación al 
citosol de las células eucariotas. Por otra parte, el hecho de que la secreción de 
Yops esté disminuida pero no anulada por completo en el mutante que no 
expresa la cadena O sugiere que el ensamblaje del SSTT no está afectado en 
el mutante lo que permite descartar, por consiguiente, efectos estructurales 
asociados a la ausencia de la cadena O. Es más, un análisis mediante 
microscopía electrónica del inyectiosoma expresado por el mutante que no 
expresa la cadena O reveló que si bien esta cepa expresó menor número de 
inyectiosomas en su superficie que la cepa silvestre, éstos eran exactamente 
iguales que los expresados por la cepa silvestre (Bengoechea y Cornelis, 
resultados no publicados).  
Desde el punto de vista molecular, en este trabajo hemos demostrado 
que la disminución en la secreción de Yops en el mutante que no expresa la 
cadena O parece ser consecuencia del incremento en la expresión de flhDC en 
dicha cepa, ya que un mutante que no expresa la cadena O ni flhDC presenta 
una secreción de Yops comparable a la de la cepa silvestre. Este doble 
mutante también recupera el fenotipo de citotoxicidad frente a células 
eucariotas. Todos estos resultados concuerdan con los publicados por Bleves y 
colaboradores (44), que demostraron que en Y. enterocolitica serotipo O:9 la 
mutación de flhDC conlleva un aumento en la secreción de Yops mientras que 
la sobreexpresión de flhDC la disminuye. Cabe señalar, no obstante, que 
Young y colaboradores (400) no hallaron ningún vínculo entre flhDC y el virulón 
Yop en YeO8, aunque estos autores no analizaron el efecto de la 
sobreexpresión de flhDC sobre la secreción de Yops. Una cuestión que se 
plantea es el significado biológico de la inhibición del SSTT Ysc cuando se 
sobreexpresa flhDC. Aunque los datos indican que el SSTT del flagelo no se 
sintetizará en su totalidad a 37ºC por la ausencia de FliA (181), la expresión del 
cuerpo basal y del gancho, dependiente de los genes tipo II (125), no está 
regulada por la temperatura (218) y, por consiguiente, la sobreexpresión de 
flhDC a 37ºC causaría un incremento en el número de cuerpos basales. Es 
razonable pensar que esto pudiera traducirse en un desequilibrio en la 
arquitectura de la superficie bacteriana con repercusiones en la 
expresión/funcionalidad del SSTT Ysc. Por otra parte, pudiera ocurrir que la 
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producción simultánea del SSTT Ysc y del flagelo cause interferencias entre 
ambos sistemas de secreción. Así, se ha descrito que FliA impide la expresión 
simultánea del flagelo y del SSTT Ysc (44, 176). A temperaturas por debajo de 
30ºC, FlhDC activa la expresión de FliA, el cual actúa de mediador en la 
cascada de activación de los genes implicados en la síntesis del flagelo y, por 
otro lado, inhibe la expresión de VirF, el activador transcripcional de los genes 
que forman parte del virulón Yop (44, 176).  
H-NS es una proteína de pequeño tamaño asociada al nucleoide que se 
une de manera inespecífica al ADN, preferentemente a fragmentos que 
presentan una curvatura intrínseca y secuencias ricas en AT, y que modula la 
expresión de una gran diversidad de genes en enterobacterias (268, 375, 411). 
El hecho de que H-NS sea un activador transcripcional de flhDC en E. coli (34) 
nos hizo plantear la hipótesis de que niveles anormalmente elevados de H-NS 
fueran responsables en Y. enterocolitica de la sobreexpresión de flhDC 
observada en un mutante que no expresa la cadena O (25). Nuestros 
resultados indican que, al igual que ocurre en E. coli, H-NS actúa como 
regulador positivo de la transcripción de flhDC en Y. enterocolitica. Cabe 
señalar que estos resultados se obtuvieron comparando la expresión de flhDC 
entre una cepa silvestre de E. coli y un mutante isógenico que no expresa H-
NS, ya que hns es un gen esencial en Y. enterocolitica como varios grupos 
hemos demostrado independientemente (25, 120, 171). No obstante, el 
fenotipo de hipermotilidad observado en una cepa de Y. enterocolitica que 
sobreexpresa H-NS apoya dichos resultados, puesto que en Y. enterocolitica el 
aumento de la motilidad está directamente relacionado con la sobreexpresión 
de flhDC (25, 405). Otros resultados que corroboran el efecto positivo de H-NS 
sobre la expresión de flhDC son la disminución de la secreción de Yops 
observada al sobreexpresar H-NS en una cepa silvestre, mientras que la  
sobreexpresión de H-NS en un mutante flhDC no tiene ningún efecto sobre la 
secreción de Yops. En este momento desconocemos el mecanismo molecular 
por el cual H-NS modula la expresión de flhDC en Y. enterocolitica. Sin 
embargo, en E. coli se ha demostrado que H-NS activa la transcripción de 
flhDC inhibiendo la expresión de un regulador transcripcional negativo de dicho 
operón, hdfR (207). El análisis del genoma secuenciado de Y. enterocolitica 
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O:8 reveló que esta bacteria también contiene hdfR y, por consiguiente en un 
mutante que no expresa la cadena O, en el cual los niveles de proteína H-NS 
están aumentados, la sobreexpresión de flhDC podría deberse a un efecto 
inhibidor de H-NS sobre el operón hdfR.  
 
2. EXPRESIÓN DE inv EN UN MUTANTE DE Y.enterocolitica 
QUE NO EXPRESA LA CADENA O 
Como se ha descrito anteriormente, uno de los factores de virulencia 
más importantes en la fase inicial del proceso de infección de Y. enterocolitica 
es Inv, una proteína de la membrana externa que media la adhesión e invasión 
al epitelio intestinal del huésped (81, 182, 249, 279, 298). Bengoechea y 
colaboradores (25) demostraron que en un mutante de Y. enterocolitica que no 
expresa la cadena O disminuye la expresión de inv lo que podría explicar la 
baja colonización de las placas de Peyer en la fase inicial del proceso de 
infección. Puesto que la expresión de inv está controlada positivamente por 
RovA (298) y negativamente por el complejo H-NS-YmoA (120, 264), se analizó 
la expresión de rovA en el mutante de la cadena O de YeO8. Una reducción en 
la expresión de rovA junto con el aumento en los niveles de H-NS podría 
explicar la menor expresión de inv en dicha cepa. Sin embargo, los resultados 
indican que la expresión de rovA no está alterada en la cepa que no expresa la 
cadena O. No obstante, no se puede descartar que en el mutante que no 
expresa la cadena O estén alterados los niveles de expresión de RovA a nivel 
post-transcripcional, a pesar de que datos indirectos sugieren que este no es el 
caso. Así, hay que señalar que H-NS controla negativamente tanto la 
transcripción de rovA como de inv (120, 215) y, a su vez, la expresión de rovA 
depende de los propios niveles de RovA (215). Finalmente, la expresión de 
rovA no está alterada en un mutante que no expresa la cadena O. No parece 
probable que los niveles de RovA estén alterados en el mutante que no 
expresa la cadena O. Por otra parte, Badger y Miller (18) demostraron que la 
motilidad y la expresión de inv están regulados de manera coordinada en Y. 
enterocolitica. Tal como se ha indicado anteriormente, la motilidad aumenta en 
un mutante de la cadena O debido a la sobreexpresión de flhDC (25, 405). Por 
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tanto, otra posibilidad es que la menor expresión de inv esté causada por la 
sobreexpresión de flhDC en el mutante que no expresa la cadena O. Los 
resultados obtenidos, analizando la expresión de inv en un mutante doble que 
no expresa ni la cadena O ni flhDC, confirman esta hipótesis. Más aún, los 
niveles de H-NS en este mutante son similares a los encontrados en el mutante 
que no expresa la cadena O, lo que descarta que el efecto de la mutación 
flhDC sobre la expresión de inv sea debido a cambios en H-NS, un conocido 
inhibidor de la expresión de inv (120, 264). Cabe señalar que en S. enterica 
serovar Typhimurium también se observa la regulación coordinada entre la 
motilidad y la invasión (119), lo cual hace pensar que puedan existir 
mecanismos de regulación equivalentes que medien la expresión coordinada 
de estos dos fenotipos en las enterobacterias. Por último, recientemente se ha 
descrito que RovM y OmpR también influyen sobre la expresión de inv. En Y. 
pseudotuberculosis RovM, junto con H-NS, actúa de regulador negativo sobre 
la transcripción de rovA y la expresión de inv, mientras que tiene un efecto 
positivo sobre la motilidad (170). Por su parte, OmpR, el elemento de respuesta 
del sistema de dos componentes EnvZ/OmpR, regula negativamente la 
expresión de inv a nivel transcripcional cuando Y. enterocolitica crece a 
temperatura ambiente (61). Es evidente que futuros trabajos deberían abordar 
la posible implicación de RovM y OmpR en el circuito descrito en este trabajo.  
 
3. PAPEL DE ClpXP EN LA EXPRESIÓN DE inv Y flhDC 
Con el fin de explicar los elevados niveles de H-NS en el mutante que no 
expresa la cadena O se estudió la posible implicación de las proteasas 
citosólicas dependientes de ATP (141). Además de ser responsables de la 
eliminación de proteínas defectuosas de la bacteria, estas proteasas también 
controlan la disponibilidad de determinadas proteínas reguladoras y están 
implicadas en la virulencia de bacterias como S. enterica serovar Typhimurium 
(48, 167, 367, 397), Listeria monocytogenes (137) o Campylobacter jejuni (84). 
En el caso de ClpP, multímeros de esta subunidad proteolítica pueden 
combinarse con diferentes ATPasas, ClpX o ClpA, cada una de las cuales 
confiere diferente especificidad de sustrato (144, 201, 394). En S. enterica 
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serovar Typhimurium la proteasa dependiente de ATP ClpXP, junto con Lon, 
está implicada en la modulación de la biosíntesis del flagelo, puesto que regula 
los niveles celulares de FlhDC (371, 372). De hecho, un mutante deficiente en 
ClpXP presenta hipermotilidad y expresa altos niveles de FlhDC (371, 372). En 
primer lugar, se comprobó que la expresión de clpXP fue inferior en el mutante 
que no expresa la cadena O que en la cepa silvestre, lo que indirectamente 
apoyaba la hipótesis planteada. Los resultados de nuestro trabajo indican que 
un mutante deficiente en ClpXP no presenta niveles alterados de H-NS aunque 
presenta hipermotilidad. Es interesante que, al igual que ocurre en S. enterica 
serovar Typhimurium (371), la expresión de flhDC es similar entre la cepa 
silvestre y el mutante ClpXP. Por tanto, aunque en este trabajo no hemos 
demostrado rigurosamente que la proteasa ClpXP degrade FlhDC, el fenotipo 
de hipermotilidad de los mutantes que no expresan dicha proteasa y el hecho 
de que en Salmonella ClpXP regule los niveles de expresión de FlhDC a nivel 
post-transcripcional (371, 372), parecen indicar que en Y. enterocolitica FlhDC 
también pudiera ser degradado por ClpXP. En su conjunto, los resultados de 
este trabajo sugieren que en Y. enterocolitica flhDC está regulado 
positivamente por H-NS y negativamente por ClpXP a nivel post-
transcripcional. No obstante, no pueden descartarse la implicación de otros 
mecanismos moleculares en dicha regulación, como los ya descritos en otras 
bacterias. Así, en E. coli se ha demostrado que la expresión del flagelo está 
modulada por el osmoregulador OmpR (338) y que las proteínas DnaK, DnaJ y 
GrpE afectan la expresión de flhDC y fliA (336, 338).  
Por otra parte, hemos demostrado que en un mutante deficiente en 
ClpXP la expresión de inv es inferior a la de la cepa silvestre y, 
molecularmente, los datos sugieren que esto es debido a los altos niveles de 
FlhDC, ya que en el mutante doble que no expresa clpX ni flhDC los niveles de 
expresión de inv fueron similares a los de la cepa silvestre. Igual que en el 
mutante que no expresa la cadena O, hemos descartado que la deficiencia en 
ClpXP altere la expresión de rovA. Además, los niveles de H-NS en un mutante 
que no expresa ClpXP fueron similares a los de la cepa silvestre.  
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Dado que H-NS y ClpXP modulan positiva y negativamente los niveles 
de FlhDC en Y. enterocolitica, se planteó la hipótesis de que H-NS controle la 
activación del regulón del flagelo inhibiendo la expresión de la proteasa ClpXP. 
Nuestros resultados parecen indicar que este puede ser el caso, ya que H-NS 
inhibe la expresión de clpXP de Y. enterocolitica. Así pues, el bajo nivel de 
expresión del operón clpXP que presenta una cepa de YeO8 que no expresa la 
cadena O puede deberse, al menos parte, a los elevados niveles de H-NS de 
esta cepa.  
La implicación de proteasas en la regulación de factores de virulencia en 
Yersinia ya había sido descrita en otros trabajos. Así, se ha demostrado en Y. 
enterocolitica que ClpP controla los niveles de Ail a temperaturas por debajo de 
37ºC (276, 336, 338). Por otra parte, resultados obtenidos por Badger y 
colaboradores (19, 336, 338) sugieren que ClpB podría regular negativamente 
tanto la motilidad como la expresión de inv. Además, ClpXP y Lon contribuyen 
a la regulación del SSTT de Y. pestis, ya que controlan los niveles de YmoA, 
que inhibe la expresión de dicho SSTT cuando la temperatura es inferior a 
37ºC (190, 336, 338). YmoA pertenece a la familia de proteínas asociadas al 
nucleoide  implicadas en la regulación de la expresión de diversos factores de 
virulencia en diferentes proteobacterias (229). En Y. enterocolitica, YmoA junto 
con H-NS, inhibe la expresión de inv a 37ºC, y de virF, el activador 
transcripcional de los genes del SSTT Ysc, a temperatura ambiente (91, 93, 
120, 121, 264). Sería interesante abordar en futuros estudios si en Y. 
enterocolitica YmoA participa en el circuito analizado en esta Tesis Doctoral. La 
hipótesis que planteamos es que en un mutante que no expresa cadena O, la 
baja expresión de la proteasa ClpXP hace que los niveles de YmoA sean 
anormalmente elevados y, por tanto, den lugar tanto a una inhibición de la 
expresión de inv, como consecuencia de la interacción H-NS—YmoA (120, 
264), como a una disminución de la expresión y/o funcionalidad del SSTT Ysc, 
debido al efecto inhibidor de YmoA sobre la expresión de VirF. Tampoco 
podemos descartar que otras proteasas, como Lon o la subunidad proteolítica 
ClpP unida a subunidades ATPasa distintas de ClpX, puedan participar de 
alguna manera en el circuito descrito en este trabajo.  
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4. PAPEL DE SspA/SspB EN LA EXPRESIÓN DE inv Y flhDC 
Como se ha citado anteriormente, Badger y Miller (18) describieron que 
SspA participa en la regulación coordinada de inv y la motilidad ya que regula 
positivamente la expresión de inv e inhibe la motilidad (18). En E. coli  se ha 
descrito que SspA es una proteína que se une a la ARN polimerasa, aunque se 
conoce muy poco tanto sobre su función así como sobre el mecanismo que 
regula su propia expresión (159, 187, 390). En Y. enterocolitica, la proteína 
SspA está codificada en el operón sspAB, y puesto que está implicada en dos 
de los fenotipos observados en un mutante que no expresa la cadena O, 
decidimos analizar su posible contribución al circuito que estudiamos. En 
primer lugar, los datos demuestran que en un mutante que no expresa la 
cadena O la expresión de sspAB es inferior que en la cepa silvestre lo que 
apoya indirectamente la hipótesis formulada. Es más, nuestros resultados 
coinciden con los ya publicados por Badger y Miller (18), ya que en un mutante 
sspAB la expresión de inv es menor que en la cepa silvestre. Por otra parte, 
nuestros datos sugieren que el operón sspAB regula positivamente la motilidad, 
a través de un efecto positivo sobre la expresión de flhDC. Estos datos no 
concuerdan con los descritos por Badger y colaboradores (18), puesto que 
estos autores describen un efecto negativo de SspA sobre la motilidad. No 
obstante, hay que señalar que en nuestros análisis hemos empleado un 
mutante sspAB y un mutante sspB, mientras que Badger y Miller emplearon un 
mutante sspA. Por tanto, las diferencias observadas podrían deberse a que no 
sólo SspA contribuye a la regulación de la expresión del flagelo, sino que 
también SspB podría tener una influencia importante.  
Puesto que tanto sspAB como clpXP están implicados en la regulación 
de inv y flhDC en Y. enterocolitica, y tanto la expresión de sspAB como la de 
clpXP fue menor en el mutante que no expresa la cadena O que en la cepa 
silvestre, quisimos analizar si existe algún tipo de control entre ambos. Los 
resultados indican que sspAB regula positivamente la expresión de clpXP, ya 
que en el mutante sspAB la expresión de clpXP fue inferior que en la cepa 
silvestre. Por otro lado, al analizar la expresión de inv y la motilidad del doble 
mutante YeO8-∆clpX-∆sspABKm se observó que el nivel de expresión de inv y 
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la motilidad se correspondían con los observados en un mutante que no 
expresa la cadena O, aunque la expresión de flhDC fue inferior a la de la cepa 
silvestre y equivalente a la observada en el mutante sspAB. A pesar de que 
estos resultados pueden parecer contradictorios, nuestra interpretación es que 
el doble mutante YeO8-∆clpX-∆sspABKm presenta un fenotipo de 
hipermotilidad debido a la ausencia de la proteasa ClpXP que, junto con otros 
mecanismos, deben potenciar la estabilidad de FlhDC y la síntesis de flagelo. 
Sin embargo, parece claro que YeO8-∆clpX-∆sspABKm no recapitula todos los 
fenotipos observados en el mutante que no expresa la cadena O, por lo que 
deben existir más elementos cuya expresión esté alterada en dicho mutante y 
que contribuyan al circuito de regulación que hemos definido.  
En E. coli se ha descrito que SspA inhibe la acumulación de H-NS 
durante la fase estacionaria, de manera que se permite la expresión de 
aquellos genes regulados negativamente por H-NS (159). Por consiguiente, 
teniendo en cuenta que, por un lado, los niveles de H-NS están aumentados en 
el mutante que no expresa la cadena O y que, por otro lado, en esta misma 
cepa la expresión de sspAB está disminuida, se postuló que los niveles de H-
NS estarían incrementados en un mutante sspAB. Nuestros resultados 
mostraron que este es el caso también en Y. enterocolitica. Por otra parte, al 
estudiar los niveles de expresión del operón sspAB de Y. enterocolitica en una 
cepa de E. coli silvestre y en un mutante isogénico que no expresa H-NS (191), 
comprobamos que esta proteína modula negativamente la expresión de sspAB. 
Cabe decir que, aunque en E. coli se conoce que la expresión de sspAB se 
induce en condiciones de limitación de nutrientes y al entrar la bacteria en la 
fase estacionaria de crecimiento (390), hasta el momento no se había descrito 
ningún mecanismo molecular que contribuyera a la regulación de la expresión 
de sspAB.  
 
5. CONSIDERACIONES FINALES 
El éxito de cualquier patógeno depende de una regulación estricta de la 
expresión de los factores de virulencia así como de su expresión coordinada 
durante el proceso de infección. Y. enterocolitica constituye un claro ejemplo de 
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adaptación a dos ambientes muy diferentes, el medio exterior y el interior del 
huésped. Así, la adaptación de los sistemas de regulación para integrar 
señales ambientales y controlar adecuadamente la expresión génica 
constituye, probablemente, un aspecto fundamental de la virulencia de este 
patógeno. Tal y como demuestran los resultados obtenidos en este trabajo, la 
regulación de los genes de virulencia implica la acción coordinada de múltiples 
proteínas reguladoras que se unen al ADN, unas a otras, y que interaccionan 
con la maquinaria transcripcional. En esta Tesis, hemos descrito como la 
regulación de la expresión de los factores de virulencia inv y el SSTT Ysc es 
compleja y posiblemente sea un fiel reflejo de la necesidad de coordinar 
múltiples funciones asociadas con el ciclo de vida patogénico de Y. 
enterocolitica. Por otra parte, basándonos en nuestros resultados, parece que  
la síntesis y el ensamblaje de estructuras de la envoltura celular, como las 
proteínas ubicadas en la membrana externa que median adhesión e invasion 
(Inv), el SSTT Ysc, el flagelo o la propia cadena O, implican una regulación 
estricta. Esto puede ser debido tanto al elevado coste energético que supone la 
síntesis de cada uno de estos elementos como a posibles incompatibilidades 
estructurales y/o funcionales entre ellos. Puesto que la cadena O del LPS está 
expuesta al ambiente exterior, es probable que cambios en su expresión 
afecten a la expresión de factores de virulencia. Nuestros resultados sugieren 
que en Y. enterocolitica la estructura del LPS actúa como una señal que la 
bacteria interpreta y traduce para controlar la expresión de varios componentes 
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1. La expresión del SSTT Ysc codificado en el plásmido de virulencia pYV 
está disminuido en el mutante de Y. enterocolitica O:8 que no expresa la 
cadena O como consecuencia de la presencia de niveles anormalmente 
altos de FlhDC y/o otra proteína regulada por FlhDC. 
 
2. En Y. enterocolitica O:8, H-NS es un activador de flhDC. H-NS está 
sobreexpresado en el mutante de Y. enterocolitica O:8 que no expresa la 
cadena O lo que explicaría la sobreexpresión de flhDC en este mutante. 
 
3. La disminución de la expresión de inv en el mutante de Y. enterocolitica 
O:8 que no expresa la cadena O es consecuencia de los altos niveles de 
FlhDC y no de variaciones en la transcripción de su regulador positivo, 
rovA. 
 
4. En un mutante de Y. enterocolitica O:8 que no expresa la cadena O la 
expresión de clpXP y sspAB es menor que en la cepa silvestre. 
 
5. En un mutante de Y.enterocolitica O:8 que no expresa clpXP, la 
expresión de inv es menor que en la cepa silvestre, mientras que dicho 
mutante presenta mayor motilidad que la cepa silvestre. 
 
6. En un mutante de Y.enterocolitica O:8 que no expresa sspAB, la 
expresión de inv es menor que en la cepa silvestre, la expresión de 
flhDC está disminuída y presenta menor motilidad que la cepa silvestre. 
H-NS está sobreexpresado en este mutante. 
 
7. La expresión de rovA no está alterada en el mutante que no expresa 
sspAB ni en el mutante que no expresa clpXP. 
 
8. La expresión de clpXP es menor en el mutante que no expresa sspAB 
que en la cepa silvestre de Y.enterocolitica O:8. 
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Tabla 2. Cebadores utilizados en este estudio.  
Nombre cebador Secuencia (5’→ 3’) Uso 
YeO8ProvAf 
 
ACAAATGTATATATACCGTCGATGC Amplificar la región promotora 
del gen rovA de YeO8 para 
construir cepa indicadora 
YeO8ProvAr 
 
CGCTTTGATCATAAATGGCTCG Amplificar la región promotora 
del gen rovA de YeO8 para 
construir cepa indicadora 
BCCP-1 
 
GAGGAGAAATTAACTATGAGGGG Amplificar el gen lucFF de 




TTACAATTTGGACTTTCCGCC Amplificar el gen lucFF de 




cccaagcttgAACATAAATCGAATGCCCGTAG Amplificar el gen yadA de 
YeO8 para comprobar la 




gctctagagCCTCTTCTATGGGAGGCGTTC Amplificar el gen yadA de 
YeO8 para comprobar la 




cccaagcttgCCTCGTCATTATTGGCAAATGC Amplificar la región promotora 
del gen yadA de YeO8 para 
comprobar la presencia de 




cggatccgCCTTAAAGAAACCGTCGCGTG Amplificar la región promotora 
del gen yadA de YeO8 para 
comprobar la presencia de 




cggatccgGGTAAACATTAATATTTGCCCGAC Amplificar la región promotora 
del gen yopE de YeO8 para 
construir cepa indicadora 
YopEPr 
 
cccaagcttgGCTGTGAGACTGAGCGCCCAG Amplificar la región promotora 
del gen yopE de YeO8 para 
construir cepa indicadora 
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Nombre cebador Secuencia (5’→ 3’) Uso 
virFPf 
 
cggatccgCCCTCTCTTTTCCAGAGCGAG Amplificar la región promotora 
del gen virF de YeO8 para 
construir cepa indicadora 
virFPr 
 
cccaagcttgGCAAAAGAATATATAGGCCATCTTG Amplificar la región promotora 
del gen virF de YeO8 para 
construir cepa indicadora 
YeO8H-NSR 
 
gggtacccCTTATCAATTGGGAGGGGAGG Amplificar el gen hns de YeO8 




ggaattccTGCGTTTATTAGTAGGAAGCAGC Amplificar el gen hns de YeO8 
para construir plásmido de 
sobreexpresión 
ProHNSF ggaattccTTGAGCCATGGGCCCGTAAC Amplificar la región promotora 
del gen hns de YeO8 para 
construir cepas indicadoras 
ProHNSR cggatccgTTCAATTTCTGCTTGTGCCTGG Amplificar la región promotora 
del gen hns de YeO8 para 
construir cepas indicadoras 
cassette-F1 CGCGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Amplificar el casete de Km del 
plásmido pKD4 
cassette-R1 CGCGGATCCCATGGGAATTAGCCATGGTCC Amplificar el casete de Km del 
plásmido pKD4 
DELTAmancUpF CCTGCATTGTTACGTCGGTTTC Construcción del mutante 
manC en YeO8 
DEltamancUpR 
 
cggatccgTGATGTGGCAAGTAGCGCAGC Construcción del mutante 
manC en YeO8 
DEltamancdownF cggatccgGCATGTAACAATCAAACCGGGAC Construcción del mutante 
manC en YeO8 
DeltamancdownR CGCATCAATTACATGCCCTGC Construcción del mutante 
manC en YeO8 
CheckingupmanC GCCAATAACAATTATCCCGCAG Comprobar la construcción 
correcta del mutante manC en 
YeO8  
CheckingdownmanC TTCAATAAAATCCCCGTTATGG Comprobar la construcción 
correcta del mutante manC en 
YeO8  
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Nombre cebador Secuencia (5’→ 3’) Uso 
UpclpXF 
 
ATTCAACGATTACAATGCGAGG Construcción de los mutantes 
clpX y clpXP en YeO8  
UpClpxR cggatccgTGGAACTTGAGTTCCGCGATG Construcción de los mutantes 
clpX y clpXP en YeO8  




TTTCTGCGGCAAAAGCCAGC Construcción del mutante clpX 
en YeO8 
DownClpPF cggatccgTTGAACATGCCTGGCCCATAC Construcción del mutante 
clpXP en YeO8 
DownClpPR 
 
AACATGGCTCTGGTGCCAATG Construcción del mutante 
clpXP en YeO8 
ClpXPcomF 
 
gctctagagcTAAACCACCACATCGCGCAG Amplificar el operón clpXP de 
YeO8 para complementar la 
mutación en dichos genes 
ClpXPcomR 
 
ggggtaccccAATAGGGCGCCGCGATTACG Amplificar el operón clpXP de 
YeO8 para complementar la 
mutación en dichos genes 
ProClpPF 
 
CCAGAAACAGCATTTGCGCTG Amplificar la región promotora 
del operón clpXP para 
construir cepas indicadoras 
ProClpPR ggaattccAAAAGCCCGTAGCCCTATGG Amplificar la región promotora 
del operón clpXP para 
construir cepas indicadoras 
YeO8SspAmutf 
 
CCAGCGTGATAGCTGCCTGG Construcción del mutante 
sspAB en YeO8. 
YeO8SspAmutr 
 
AGGTCAGGCTGGCGCTATCC Construcción del mutante 
sspAB en YeO8. 
PsspAF 
 
GGGTACCCACCGAACGTTTGTTGGCAGC Amplificar la región promotora 




ggaattcCCGTCACGGTATCACCCGTGC Amplificar la región promotora 
del gen sspA para construir 
cepas indicadoras 
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Nombre cebador Secuencia (5’→ 3’) Uso 
CheckProsspA 
 
GGAATTCAATCGGGATTATGGCAATGG Comprobar la inserción 
correcta del PsspA de YeO8 en 
la cepa indicadora 
UpsspBF 
 
TGCTCGAGAAATGAAGGCGAC Construcción del mutante sspB 
en YeO8 
UpsspBR cggatccgGATGGCAATCTATGCGCGTG Construcción del mutante sspB 
en YeO8 




CTCCGTTGCTGTGGCGTTTG Construcción del mutante sspB 
en YeO8 
SSpBcomF gctctagagcTATCAGAGATTTGTACTGCACCAGC Amplificar el gen sspB de 
YeO8 para complementar la 
mutación en dicho gen 
SspBcomR 
 
GGCATTGAATTCACCGGTGC Amplificar el gen sspB de 
YeO8 para complementar la 
mutación en dicho gen 
K1 Wanner 
 
CAGTCATAGCCGAATAGCCT Comprobación orientación 
casete de Km clonado en el 




CGGTGCCCTGAATGAACTGC Comprobación orientación 
casete de Km clonado en el 




CGGCCACAGTCGATGAATCC Comprobación orientación 
casete de Km clonado en el 
proceso de construcción de 
mutantes 
 
1 Las regiones subrayadas y en letra minúscula corresponden a secuencias con dianas para 
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Tabla 3. Cepas de Y. enterocolitica y E. coli utilizadas en este estudio. 
Cepa Características relevantes Referencia 
Y. enterocolitica   
8081 (YeO8) Derivado R-M+ de la cepa silvestre 8081, 
serotipo O:8. Patógena, cepa silvestre. 
(408) 
8081-R2 (YeO8-R) Cepa rugosa derivada de 8081-R-M+. 
Mutante espontáneo que no expresa la 
cadena O.  
(408) 
YeO8::pRVddhB Mutante de YeO8 en el gen ddhB por 
recombinación en un punto del plásmido 
pRVddhB. Mutante definido que no 
expresa la cadena O. Cmr. 
(25) 
YeO8-∆manCKm Mutante de YeO8 en el gen manC por 
doble recombinación del plásmido 
pKNG-∆manCKm. Mutante definido que 
no expresa la cadena O. Kmr. 
Este trabajo 
YeO8-∆manC Mutante de YeO8 en el gen manC. 
Derivado de YeO8-∆manCKm, al cual se 
eliminó el casete de Km empleando la 
recombinasa Flp codificada en pCP20.   
Este trabajo 
YeO8-WbcEGB Mutante de YeO8 en el gen wzy. Sólo 
expresa una unidad de la cadena O. 
Kmr. 
(26) 
YeO8::pKNOCK-FlhDC Mutante de YeO8 en el gen flhDC por 
recombinación en un punto del plásmido  
pKNOCK-FlhDC. Sin motilidad. Cmr. 
Este trabajo 
YeO8-R::pKNOCK-FlhDC Mutante de YeO8-R en el gen flhDC por 
recombinación en un punto del plásmido 
pKNOCK-FlhDC. Sin motilidad. Cmr. 
Este trabajo 
 
YeO8-∆flhDC Mutante de YeO8 en el gen flhDC por 
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Cepa Características relevantes Referencia 
Y. enterocolitica   
YeO8-∆sspABGB Mutante de YeO8 en el operón sspAB 
por doble recombinación del plásmido 
pKNG-∆sspABGB. Kmr. 
Este trabajo 
YeO8-∆clpXKm Mutante de YeO8 en el gen clpX por 
doble recombinación del plásmido 
pKNG-∆clpXKm. Kmr. 
Este trabajo 
YeO8-∆clpX Mutante de YeO8 en el gen clpX. 
Derivado de YeO8-∆clpXKm, al cual se 
eliminó el casete de Km empleando la 
recombinasa Flp codificada en pCP20. 
Este trabajo 
YeO8-∆clpXPKm Mutante de YeO8 en el operón clpXP 
por doble recombinación del plásmido 
pKNG-∆clpXPKm. Kmr. 
Este trabajo 
YeO8-∆sspBKm Mutante de YeO8 en el gen sspB por 
doble recombinación del plásmido 
pKNG-∆sspBKm. Kmr. 
Este trabajo 
YeO8-∆flhDC-∆manCKm Mutante de YeO8-∆flhDC en el gen 
manC por doble recombinación del 
plásmido pKNG-∆manCKm. Kmr. 
Este trabajo 
YeO8-∆flhDC-∆manC Mutante de YeO8-∆flhDC en el gen 
manC. Derivado de YeO8-∆flhDC-
∆manCKm, al cual se eliminó el casete 
de Km empleando la recombinasa Flp 
codificada en pCP20. 
Este trabajo 
YeO8-∆sspABGB-∆flhDC Mutante de YeO8-∆sspABGB en el gen 
flhDC por doble recombinación del 
plásmido pGY22. Kmr. 
Este trabajo 
YeO8-∆flhDC-∆clpXKm Mutante de YeO8-∆flhDC en el gen clpX 
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Cepa Características relevantes Referencia 
Y. enterocolitica   
YeO8-∆flhDC-∆clpX Mutante de YeO8-∆flhDC en el gen clpX. 
Derivado de YeO8-∆flhDC-∆clpXKm, al 
cual se eliminó el casete de Km 
empleando la recombinasa Flp 
codificada en pCP20. 
Este trabajo 
YeO8-∆clpX-∆sspABGB Mutante de YeO8-∆clpX en el operón 
sspAB por doble recombinación del 
plásmido pKNG-∆sspABGB. Kmr. 
Este trabajo 
        E. coli 
  
BSN26 rpoS1 ∆(argF-lac) trp::Tn10  (191) 
BSN27 rpoS1 ∆(argF-lac) trp::Tn10 ∆hns (191) 
XL-1Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, 
supE44, relA1, lac [F’ proAB lacIqZ∆M15 
Tn10 (Tcr)] 
Invitrogen 
C600 thi thr leuB tonA lacY supE (15) 
DH5α F’/endA1 hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 
recA1 gyrA (Nalr) relA1 ∆(laclZYA-
argF)U169 deoR (F80dlac∆(lacZ)M15) 
(158) 
CC118 λpir ∆(ara-leu), araD, ∆lacX74, galE, galK, 
phoA20, thi-1, rpsE, rpoB, argE(Am), 
recA1, λpir phage lysogen 
(230) 
S17-1λpir recA, thi, pro, hsdR-M+RP4: 2-Tc:Mu: 
Km Tn7 λpir. Tpr Smr. 
(339) 
SM10 λpir thi-1 thr leuB tonA lacY supE recA::RP4-
2-Tc::Mu-Km (λpir). Kmr. 
(339) 
SY327 λpir (lac pro) argE (Am) rif nalA recA56 (λ 
pir) 
(250) 
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Tabla 4. Plásmidos utilizados en este estudio. 
Plásmido Comentarios Referencia 
pKNG101 Plásmido suicida. Smr (193) 
pGEM-T easy Plásmido para clonar fragmentos obtenidos por PCR 
con Taq polimerasa. Apr 
Promega 
pGEMT-∆manC pGEM-T con los fragmentos superior (729 pb) e 
inferior (840 pb) del gen manC de YeO8. Apr 
Este trabajo 
pGEMT-∆manCKm Plásmido pGEMT-∆manC con el casete de Km del 
plásmido pKD4 clonado entre los fragmentos 
superior e inferior del gen manC de YeO8. Apr, Kmr   
Este trabajo 
pKNG-∆manCKm Fragmento manCKm amplificado por PCR (3 kb) a 
partir del plásmido pGEMT-∆manCKm y clonado en 
el sitio SmaI del plásmido pKNG101. Smr, Kmr 
Este trabajo 
pGEMT-∆clpX pGEM-T con los fragmentos superior (319 pb) e 
inferior (420 pb) del gen clpX de YeO8. Apr 
Este trabajo 
pGEMT-∆clpXKm Plásmido pGEMT-∆clpX con el casete de Km del 
plásmido pKD4 clonado entre los fragmentos 
superior e inferior del gen clpX de YeO8. Apr, Kmr   
Este trabajo 
pKNG-∆clpXKm Fragmento clpXKm amplificado por PCR (2.2 kb) a 
partir del plásmido pGEMT-∆clpXKm y clonado en el 
sitio SmaI del plásmido pKNG101. Smr, Kmr 
Este trabajo 
pGEMT-∆clpXP pGEM-T con el fragmento superior del gen clpX (319 
pb) y el fragmento inferior del gen clpP (298 pb) del 
operón clpXP de YeO8. Apr 
Este trabajo 
pGEMT-∆clpXPKm Plásmido pGEMT-∆clpXP con el casete de Km del 
plásmido pKD4 clonado entre los fragmentos 
superior e inferior del operón clpXP de YeO8. Apr, 
Kmr   
Este trabajo 
pKNG-∆clpXPKm Fragmento clpXPKm amplificado por PCR (2.1 kb) a 
partir del plásmido pGEMT-∆clpXPKm y clonado en 
el sitio SmaI del plásmido pKNG101. Smr, Kmr 
Este trabajo 
pGEMT-∆sspB pGEM-T con los fragmentos superior (267 pb) e 
inferior (126 pb) del gen sspB de YeO8. Apr  
Este trabajo 
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Plásmido Comentarios Referencia 
pGEMT-∆sspBKm Plásmido pGEMT-∆sspB con el casete de Km del 
plásmido pKD4 clonado entre los fragmentos 
superior e inferior del gen sspB  de YeO8. Apr, Kmr   
Este trabajo 
pKNG-∆sspBKm Fragmento sspBKm amplificado por PCR (1.9 kb) a 
partir del plásmido pGEMT-∆sspBKm y clonado en el 
sitio SmaI del plásmido pKNG101. Smr, Kmr 
Este trabajo 
pEL Plásmido derivado de pUC18 sin el sitio EcoRI. Apr (26) 
pELsspAB Operón sspAB de YeO8  amplificado por PCR (1.8 
kb) y clonado en el sitio SmaI de pEL. Apr 
Este trabajo 
pELsspABGB Casete GB de pUC-4k digerido con EcoRI y clonado 
en el sitio EcoRI del plásmido pELsspAB. Apr, Kmr  
Este trabajo 
pKNG-∆sspABGB Fragmento sspABGB (3 kb) del plásmido 
pELsspABGB digerido con PvuII y clonado en el sitio 
SmaI del plásmido pKNG101. Smr  
Este trabajo 
pRV1 Plásmido suicida, derivado de pJM703.1, Clmr (354) 
pRVProvAlucFF Fragmento ProvAlucFF amplificado por PCR (2.7 kb) 
a partir de pUCProvAlucFF y clonado en el sitio 
EcoRV del plásmido suicida pRV1. Usado para 
construir cepas indicadoras para analizar los niveles 
de expresión de rovA. Cmr 
Este trabajo 
pGPL01 Plásmido de medio número de copia que contiene el 
gen lucFF sin su promotor. Usado para construir 
cepas indicadoras mediante la fusión transcripcional 
entre el promotor del gen de interés y el gen lucFF. 
Origen de replicación R6K, mob+. Apr 
(153) 
pGPLYeProhns Región promotora del gen hns de YeO8 amplificado 
por PCR (917 pb) y clonado en el sitio EcoRI-SmaI 
del plásmido pGPL01. Apr   
Este trabajo 
p34S-Tp Plásmido con un casete de resistencia a Tp 
flanqueado por múltiples dianas de restricción. Tpr 
(110) 
pGPLTp Derivado del plásmido pGPL01 con un casete de Tp 
(p34S-Tp) clonado en el sitio PstI. Aps, Tpr  
 
Este trabajo 
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Plásmido Comentarios Referencia 
pGPLTpPsspA Región promotora del operón sspAB de YeO8 
amplificada por PCR (579 pb) y clonado en el sitio 
EcoRI-SmaI del plásmido pGPLTp. Tpr   
Este trabajo 
pGPLTpPclpP Región promotora del operón clpXP de YeO8 
amplificado por PCR (603 pb) y clonado en el sitio 
EcoRI-SmaI del plásmido pGPLTp. Tpr   
Este trabajo 
pKK232.8 Plásmido de medio número de copia que contiene el 
gen cat sin su propio promotor. Usado para la 
construcción de cepas indicadoras mediante la 
fusión transcripcional entre el promotor del gen de 





pKKPvirF Región promotora del gen virF de YeO8 amplificada 
por PCR (342 pb) y clonada en el sitio BamHI/HindIII 
del plásmido pKK232.8. Apr, Cmr 
Este trabajo 
pKKPyopE Región promotora del gen yopE de YeO8 
amplificada por PCR (442 pb) y clonada en el sitio 
BamHI/HindIII del plásmido pKK232.8. Apr, Cmr  
Este trabajo 
pPROBE’-gfp[LVA] Plásmido que contiene el gen gfp sin su promotor. 
Usado para construir cepas indicadoras mediante la 
fusión transcripcional entre el promotor del gen de 
interés y el gen gfp. Contiene una cola LVA para 
disminuir la vida media de Gfp. Kmr 
(251) 
pPROBEProsspA Región promotora del operón sspAB de YeO8 
amplificado por PCR (579 pb), digerido con EcoRI y 
clonado en el sitio EcoRI/SmaI del plásmido 
pPROBE’-gfp[LVA]. Kmr 
Este trabajo 
pPROBEProclpP Región promotora del operón clpXP de YeO8 
amplificado por PCR (603 pb), digerido con EcoRI y 
clonado en el sitio EcoRI/SmaI del plásmido 
pPROBE’-gfp[LVA]. Kmr 
Este trabajo 
pBAD30 Plásmido de medio-bajo número de copia. Usado en 
estudios de complementación o sobreexpresión. 
Plásmido de expresión inducible con arabinosa 
(araC-PBAD). Apr 
(154) 
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Plásmido Comentarios Referencia 
pBADhns Fragmento del gen hns de YeO8 amplificado por 
PCR (687 pb) y clonado en los sitios EcoRI/KpnI de 
pBAD30. Apr 
Este trabajo 
pBADclpXP Fragmento del operón clpXP de YeO8 amplificado 
por PCR (2631 pb) y clonado en los sitios KpnI/XbaI 
de pBAD30. Apr 
Este trabajo 
pTM100 Plásmido movilizable (mob+) de medio número de 
copia, derivado de pACYC184. Usado en estudios 
de complementación o sobreexpresión. Cmr, Tcr 
(244) 
pTMsspAB Fragmento del operón sspAB de YeO8 amplificado 
por PCR (1800 pb) y clonado en el sitio ScaI de 
pTM100. Tcr 
Este trabajo 
pTMsspB Fragmento del gen sspB de YeO8 amplificado por 
PCR (889 pb) y clonado en el sitio ScaI de pTM100. 
Tcr 
Este trabajo 
pUC18 Plásmido de clonación de alto número de copia. Apr (399) 
pUCProvA Región promotora del gen rovA de YeO8 amplificada 
por PCR (1078 pb) y clonado en el sitio HincII del 
plásmido pUC18. Tcr, Apr  
Este trabajo 
pUCProvAlucFF Gen lucFF amplificado por PCR (1.7kb) a partir del 
plásmido pRV34 y clonado en el sitio KpnI del 
plásmido pUCProvA. Tcr, Apr 
Este trabajo 
pUCYeProhns Fragmento PstI/HindIII del plásmido pGPLYeProhns 
clonado en el sitio PstI-HindIII del plásmido pUC18. 
Apr 
Este trabajo 
pCP20 λcI857 (ts), ts-rep. Plásmido con la recombinasa Flp 
de levadura (FLP, aka exo). Replicación 
termosensible. Cmr, Apr 
(77) 
pGY22 Fragmento del operón flhDC (500 pb) clonado en el 
plásmido suicida pEP185.2. Usado en la 
construcción de un mutante por deleción. Cmr  
(405) 
pINP41 pEP184 con inv∆ 412::phoA. Plásmido suicida para 
construir cepas indicadoras para analizar los niveles 
de expresión de inv. Cmr 
(278) 
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Plásmido Comentarios Referencia 
pKD4 OriRγ. Kmr, Apr (100) 
pKNOCK-FlhDC Fragmento interno BamHI de flhDC de YeO8 (0.9 
kb), obtenido a partir de pFlhDCO8 y clonado en 
pKNOCK-Cm. Cmr 
(25) 
pLZ116 Cósmido derivado de pLZ6020 que complementa en 
trans el mutante 8081-R2 (YeO8-R). Alberga los 
genes de la agrupación génica wb (de hemH a gne) 
(408) 
pRK2013 mob+, tra+, plásmido autotransmisible. usado para la 
movilización de plásmidos que no son 
autotransmisibles (plásmido facilitador en 
conjugaciones triparentales). Spcr Kmr 
(111) 
 
pRV34  Gen lucFF clonado en el sitio EcoRV del plásmido 
pTM100. Cmr  
R. Venho and 
M. Skurnik (no 
publicado) 
pSRFlhDCO8 Plásmido con la fusión transcripcional PflhDC::lucFF. 
Usado para construir cepas indicadoras para el PflhDC 
de YeO8. Cmr 
(25) 













































































































Anexo II  
 
A continuación se adjunta el artículo donde se publican parte de los resultados obtenidos:  
 
Pérez-Gutiérrez C., C.M. Llompart, M. Skurnik, J.A. Bengoechea. 2007. Expression of the Yersinia 
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